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1. Aspergillus nidulans, aspectos generales del organismo 
modelo
 Aspergillus nidulans (Emericella nidulans) es un hongo filamentoso ascomiceto 
perteneciente a la familia Trichocomaceae (Harris et al., 2005;Thom and Raper, 1945). 
Las células vegetativas, también denominadas hifas, son tubulares y crecen de forma 
hiperpolarizada por extensión apical y ramificación lateral (Harris et al., 2005). Estas 
hifas se entrecruzan y fusionan (anastomosis) formando una red entramada denominada 
micelio la cual se expande simétricamente formando colonias de forma radial. 
Aspergillus es un organismo cenocítico, en el cual las células vegetativas son sincitios 
multinucleados, generalmente haploides, y están divididas por septos perforados que 
permiten el intercambio selectivo de nutrientes y efectores entre los compartimentos 
celulares. Generalmente en una colonia determinada todos los núcleos en cada hifa 
contienen el mismo material genético y por ello a estas cepas se las denomina 
homocariontes. En los heterocariontes conviven en un mismo citoplasma núcleos con 
dotación genética diferente. 
 Pueden distinguirse cuatro fases en el ciclo de vida de Aspergillus nidulans 
(recientemente revisado en (Todd et al., 2007)): fase de crecimiento vegetativo, 
reproducción asexual, reproducción sexual y ciclo parasexual. El ciclo vegetativo del 
hongo comienza tras el inicio de la germinación de la conidiospora o espora de 
reproducción asexual con el establecimiento de la polaridad de dicha célula, (Harris and 
Momany, 2004). A un determinado punto de la superficie del conidio se recluta una 
maquinaria molecular específica del hongo que le permite depositar componentes de la 
membrana plasmática y pared celular en dicho punto. Esta continua deposición de 
material da lugar a que la espora emita el denominado tubo germinativo (estadío 
germínula) y se continúe el crecimiento en dicha dirección formándose así las células 
típicas de este hongo, las denominadas hifas. A este tipo de crecimiento le 
denominamos polarizado ya que se produce solo en los ápices de estas células y 
ocasionalmente se establecen nuevos puntos de acumulación de material formándose así 
las ramificaciones laterales.  
 Las conidiosporas se producen en estructuras aéreas especializadas y complejas 
denominadas conidióforos (Adams et al., 1988). La conidiospora es uninucleada y todas 
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las esporas que provienen de una colonia homocariótica comparten la misma 
información genética (Nayak et al., 2006). Dependiendo del tipo de micelio en el cual 
se generen las esporas, estas pueden ser haploides (n) o diploides (2n). Las colonias 
generadas a partir de conidias haploides manifiestan el fenotipo causado por las 
mutaciones recesivas viables. Las conidias diploides nos permiten mantener mutaciones 
de pérdida de función en genes esenciales o identificar mutaciones dominantes o 
relaciones de epistasia entre diferentes loci.  
A. nidulans es homotálico, es decir, posee los dos genes de apareamiento (HMG y 
alpha), que permite el cruce sexual de dos cepas cualquiera o incluso entre dos células 
de la misma colonia. El ciclo sexual comienza cuando ocurre la fusión por anastomosis 
de dos hifas homocarióticas y se genera una célula heterocariótica. Los distintos núcleos 
se fusionan y se genera un núcleo diploide transitorio que posteriormente se divide por 
meiosis dando lugar a cuatro productos meióticos que a su vez se dividen mitóticamente 
resultando en 8 ascosporas dentro de una misma asca. Antes de que las ascosporas 
maduren totalmente acontece una nueva división nuclear pero no celular. Debido a este 
proceso cada asca madura contiene 8 ascosporas binucleadas y haploides. El cuerpo 
fructífero donde se encuentra el conjunto de ascas recubiertas por una pared es una 
estructuras esférica denomina cleistotecio. Cuando el cleistotecio se rompe, las 10000 
ascosporas que puede llegar a contener (Todd et al., 2007) se liberan y germinan 
comenzando así un nuevo ciclo de vida vegetativo (Pontecorvo et al., 1953). 
 El ciclo parasexual se caracteriza por la fusión de hifas vegetativas y el 
intercambio de material celular por anastomosis, dando lugar a individuos 
heterocarióticos que poseen núcleos haploides de distinta dotación genética. 
Adicionalmente se puede producir la fusión de los núcleos haploides para dar lugar a 
estirpes diploides. La dotación cromosómica n se reestablece por haploidización 
(Pontecorvo et al., 1953). 
 Aspergillus nidulans es un organismo modelo en el que se realizan estudios de 
genética y biología celular para comprender como se desarrollan procesos celulares en 
eucariotas. Las técnicas de biología molecular aplicables en este organismo permiten 
realizar diferentes abordajes experimentales como: etiquetados, reemplazamientos 
génicos (Nayak et al., 2006), análisis de localización subcelular de proteínas y análisis 
proteómicos (Yang et al., 2004). Debido a su naturaleza homotálica y a su capacidad de 
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formar esporas sexuales mediante meiosis hacen que A. nidulans sea único en su género 
(Dyer et al., 2003) y que constituya el modelo genético de referencia para otras especies 
de Aspergillus asexuadas y heterotálicas que son de gran interés económico como A. 
Figura I1. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans. Esquema de las diferentes fases del ciclo celular 
(ver texto para más detalle). Modificado a partir de (Todd et al., 2007).
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oryzae o A. flavus, o clínico como A. fumigatus. A esta característica se une su enorme 
versatilidad metabólica, que ha permitido identificar numerosas rutas del metabolismo 
primario y secundario. Además este hongo ha servido como modelo para comprender la 
base molecular de ciertas enfermedades metabólicas de origen genético en humanos 
mediante de la identificación de los genes implicados en dichas rutas en Aspergillus
(Peñalva, 2001). Por último la diferente organización celular de Aspergillus frente a 
otros hongos levaduriformes ascomicetos como S. cerevisiae ofrece un nuevo sistema 
donde estudiar procesos de diferenciación, distribución celular, organización nuclear y 
de procesos de transporte inter- e intra-compartimentos celulares. De hecho, el 
crecimiento hiperpolarizado, el diseño celular sincitial y la existencia de un 
citoesqueleto formado por microtúbulos y cables de actina acercan A. nidulans a ciertos 
modelos y tipos celulares de metazoos.
La publicación en 2005 de la secuenciación del genoma ha supuesto un avance 
significativo para que este organismo continúe siendo un modelo de referencia en la 
biología de eucariotas. El genoma de Aspergillus nidulans contiene 30 Mpbs y un 
número estimado de 10700 genes repartidos a lo largo de ocho cromosomas (Galagan et 
al., 2005). En la base de datos del Instituto Broad (http://www.broad.mit.edu/) quedan 
recogidos todos los datos disponibles sobre el genoma de este organismo. En nuestro 
laboratorio y en particular para este trabajo se hace un uso extensivo de dicha base de 
datos. 
2. Transporte de moléculas entre el núcleo y el citoplasma 
Las células eucariotas se caracterizan por poseer el material genético en el interior 
del núcleo rodeado de una doble membrana denominada envoltura nuclear (EN). La EN 
separa físicamente dos ambientes, el interior del núcleo o nucleoplasma del citoplasma. 
La separación física entre el núcleo y el citoplasma implica el desacoplamiento, entre 
otros, de dos procesos celulares vitales como son la trascripción y la traducción. 
Además, esta compartimentación dota a la célula eucariota de un punto de control 
transcripcional adicional mediante la regulación del transporte entre el nucleoplasma y 
el citoplasma de diversos factores y moduladores de la actividad de las DNA y RNA 
polimerasas. El transporte puede ser en ambos sentidos, denominándose importación 
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cuando ocurre desde el citoplasma hacia el núcleo y exportación al proceso inverso. De 
esta manera, las proteínas traducidas en el citoplasma y cuya función debe desarrollarse 
en el interior del núcleo han de ser importadas al nucleoplasma, mientras que aquellas 
proteínas, moléculas ribonucleoproteicas y diferentes especies de RNAs generadas en el 
nucleoplasma, como mRNAs, rRNAs y tRNAs, cuya función se desarrolla en el 
citoplasma, han de ser exportadas al exterior. El transporte entre ambos compartimentos 
está regulado por diversos mecanismos muy especializados como se describe a 
continuación (Wagstaff and Jans, 2009). 
Ambos ambientes celulares se comunican a través de canales situados en la EN 
denominados complejos del poro nuclear (NPC). El NPC permite una libre difusión 
entre el núcleo y el citoplasma de aquellas moléculas menores de 30 KDa (Gorlich and 
Kutay, 1999). Las proteínas capaces de difundir pasivamente se localizan según sus 
afinidades relativas a determinadas estructuras celulares, como es el caso de RCC1 y su 
afinidad por la cromatina (Ohtsubo et al., 1989). Pero las proteínas de mayor tamaño 
están sometidas a sistemas de transporte activo a través del NPC. Estos procesos 
bidireccionales de transporte requieren de tres elementos básicos. 1) energía en forma 
de GTP, 2) señales específicas de transporte en las macromoléculas y 3) de proteínas 
especializadas denominadas transportadores nucleares. 
2.1 El gradiente RanGTP 
La energía necesaria para realizar el transporte nuclear procede de la distribución 
asimétrica de Ran, una GTPasa de bajo peso molecular de la familia Ras (Ras nuclear). 
El sistema regulador de Ran establece un gradiente de las diferentes formas unidas a 
GTP o GDP de Ran a través de la EN (Kalab et al., 2002). En el citoplasma existe una 
alta concentración de Ran-GDP mientras que en el núcleo hay una alta concentración de 
Ran-GTP. El gradiente está determinado por la asimétrica y exclusiva distribución de 
varios de los componentes del sistema: los interactores RanGEF, RanGAP, RanBP1 y el 
transportador NTF2 (Gorlich and Kutay, 1999;Macara, 2001;Mattaj and Englmeier, 
1998). RanGEF (Ran guanine nucleotide exchange factor) es una proteína 
exclusivamente nuclear debido a su asociación a las histonas H2A y H2B (Ohtsubo et 
al., 1989) y cataliza el intercambio de GDP por GTP en Ran (Bischoff et al., 1995). 
RanGAP (RanGTPase activating protein) y RanBP1 son proteínas exclusivamente 
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citoplásmicas que estimulan la actividad GTPasa de Ran que hidrolizando el GTP unido 
da lugar a la acumulación en el citoplasma de la forma Ran-GDP (Bischoff et al., 1995). 
La proteína NTF2 es el transportador responsable de importar a Ran-GDP al interior del 
núcleo a través del NPC. En este sistema cuando Ran-GDP es introducida en el núcleo 
por NTF2 el nucleótido di-fosfato es intercambiado por GTP mediante la acción de 
RCC1/RanGEF. Ran-GTP interacciona con las carioferinas o transportadores de la 
familia importina 1, los cuales, gracias a esta interacción, migran del núcleo hacia el 
citoplasma atravesando el NPC conjuntamente con Ran-GTP. Estos complejos tienen 
naturaleza diferente, como se vera a continuación, pero su estabilidad en el citoplasma 
Figura I2. Ciclo de la GTPasa Ran. La distribución de RanGAP y RanBP1 en el citoplasma y la de 
RanGEF en el interior del núcleo debido a su asociación a la cromatina genera un gradiente de 
RanGDP/GTP entre ambos compartimentos. Este gradiente permite la asociación y disociación de las 































se ve comprometida dado que RanGAP y RanBP1 actúan sobre Ran-GTP y promueven 
su actividad GTPasa. Ran-GDP se desliga de los heterocomplejos formados con las 
importinas tipo 1 y es reconocida por NTF2 para mediar de nuevo su importación 
nuclear, cerrando de esta manera el ciclo compartimentalizado de esta GTPasa (ver 
Figura I2).  
Ran-GTP se une directamente a las diversas carioferinas a través de una región en 
el extremo amino-terminal de estos transportadores en el que existe una secuencia 
aminoacídica muy conservada, denominada Importin beta N-terminal domain. (Conti 
et al., 2006). Los transportadores nucleares interaccionan con Ran-GTP para mediar su 
función, aunque la interacción tiene efectos opuestos en los procesos de importación y 
exportación. La interacción de Ran-GTP con una importina causa la liberación de la 
carga (Petosa et al., 2004), mientras que en las exportinas promueve la unión a sus 
respectivas cargas (Macara, 2001;Mattaj and Englmeier, 1998;Weis, 2002).  
2.2 Señales necesarias para el transporte nuclear 
Las proteínas que deben ser transportadas entre el núcleo y el citoplasma se 
denominan cargas y contienen señales que las identifican como los sustratos de los 
distintos transportadores. Estas señales suelen ser generalmente una secuencia de 
aminoácidos corta denominada secuencia de localización nuclear (NLS) en el caso de 
los sistemas de importación. Las mejor caracterizadas son las denominadas NLS 
clásicas las cuales son reconocidas específicamente por la importina . Esta importina 
no es un verdadero transportador sino un adaptador de la importina 1, siendo el 
heterodímero importina / el sistema de transporte de estas cargas. Las NLS clásicas 
o c-NLSs están constituidas generalmente por uno o más pequeños grupos de residuos 
de carácter básico como lisinas y argininas (Makkerh et al., 1996). Existen dos tipos de 
c-NLS: las monopartitas y las bipartitas. La primera c-NLS fue identificada en el 
antígeno T grande del virus SV40 (Kalderon and Smith, 1984). Tras el estudio de 
diferentes sustratos de la importina  se determinó que las señales reconocidas poseían 
un consenso poco estricto, donde primaba la existencia de un grupo de más de tres 
residuos básicos (lisinas y argininas), precedido de una prolina y flanqueados por 
residuos ácidos y neutros (Makkerh et al., 1996). Las c-NLS bipartitas, descritas por 
primera vez en la nucleoplasmina (Fontes et al., 2000), están formadas por dos grupos 
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de residuos de lisina y arginina, generalmente siguiendo el consenso KR-X(10-12)-
KRRK. Estas NLS no muestran un patrón de distribución determinado en las proteínas 
que las portan. Los continuos estudios sobre este sistema de transporte han permitido 
determinar que las c-NLS pueden ser en algunos casos ambiguas y que el rango de 
señales reconocidas es muy amplio (Kosugi et al., 2009). 
Se han identificado casos de NLS clásicas peculiares como los 3 secuencias 
particulares reconocidas por la importina  o como la NLS tripartita del factor de 
trascripción PrnA de A. nidulans. También se han identificado NLS cuyo patrón no se 
ajusta al de las señales clásicas como es el caso de un gran número de 
ribonucleoproteínas (Timney et al., 2006), de la proteína M9 (Pollard et al., 1996)o la 
chaperona de RNA Lhp1p (Rosenblum et al., 1998). Desafortunadamente, exceptuando 
unos pocos casos, las NLS y NES que no corresponde con las secuencias consenso no 
siguen ninguno patrón por lo que resulta muy difícil identificar nuevas cargas. 
Las proteínas con estricta localización citoplásmica o que deben ser exportadas al 
citoplasma en un momento dado, contienen al menos una secuencia de exportación 
nuclear (NES) (Macara, 2001;Mattaj and Englmeier, 1998;Pemberton and Paschal, 
2005). Las mejor caracterizadas son las denominadas NES clásicas las cuales son 
secuencias de aminoácidos cortas con abundancia de residuos hidrofóbicos como la 
leucina y que son reconocidas por el exportador exportina 1/Xpo1/CRM1 (Mattaj and 
Englmeier, 1998;Pemberton and Paschal, 2005). Las NES clásicas se ajustan al 
consenso L-x2,3- L- x2,3- L-x-L, donde x es cualquier aminoácido, pudiendo variar, en 
algunos casos determinados, las leucinas por isoleucinas o por fenilalaninas (Kutay and 
Guttinger, 2005). La primeras NES fueron identificadas en el inhibidor de la proteína 
quinasa dependiente de cAMP (Wen et al., 1995) y en la proteína REV del virus de la 
inmunodeficiencia tipo 1 (HIV-1) (Fornerod et al., 1997). 
2.3 Transportadores nucleares 
Los transportadores nucleares median el transporte de macromoléculas a través del 
NPC y, según la dirección de la ruta de transporte en las que fueron inicialmente 
descritas, se les ha clasificado como importinas, mediadores de la importación nuclear, 
y exportinas o mediadores de la exportación nuclear.  
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La mayoría de los transportadores nucleares pertenecen a la superfamilia de las 
importinas- y se denominan carioferinas o Kaps (karyopherins). En mamíferos se 
han identificado 22 proteínas de esta superfamilia y en S. cerevisiae 14 
(Mosammaparast and Pemberton, 2004;Strom and Weis, 2001) Las carioferinas median 
el transporte de la mayor parte de las proteínas nucleares y la exportación de una gran 
parte de las especies de RNAs. La segunda gran familia de trasportadores la forman los 
homólogos de las proteínas MEX, NXT y NTF2. MEX y NXT forman un heterodímero 
que media la exportación de ciertos mRNAs (Stewart, 2010). En S. cerevisiae no existe 
NXT y en su lugar la proteína Mtr2, un posible parálogo, media dicha función. NTF2, 
como ya se ha indicado, tiene un papel esencial en la célula dado que se encarga de 
transportar a otro de los elementos claves del sistema de transporte nuclear, la GTPasa 
Ran en su forma unida a GDP (Macara, 2001).  
La conservación en la secuencia de aminoácidos entre las carioferinas es muy 
baja, mostrando un porcentaje de similitud alrededor del 20%, la cuál generalmente se 
restringe al motivo de unión a Ran-GTP en el extremo amino-terminal (Strom and 
Weis, 2001). Pero todas ellas comparten características funcionales y estructurales; sus 
masas moleculares están en el rango de 90-130kDa, punto isoeléctrico negativo (Gorlich 
and Kutay, 1999) y comparten un modelo estructural basado en la organización espacial 
de las repeticiones HEAT, las cuales son importantes para su función ya que median la 
interacción con la carga y con los elementos del NPC (Chook and Blobel, 2001;Madrid 
and Weis, 2006). Cada repetición HEAT está compuesta aproximadamente de 50 
aminoácidos organizados en dos hélices dispuestas de manera antiparalela. El 
mecanismo molecular propuesto para explicar el modelo de transporte direccional se 
basa en la presencia de un lazo de residuos ácidos situados entre dos de las repeticiones 
HEAT. Este lazo flexible, sin una estructura aparente, está involucrado en la regulación 
de la unión y liberación de la carga y/o la interacción con los elementos del NPC (Strom 
and Weis, 2001). El grado de flexibilidad de este lazo confiere a las carioferinas la 
especificidad en su interacción con las cargas (Conti et al., 2006). La organización de 
las repeticiones HEAT, comunes a todas las carioferinas, han sugerido un proceso 
evolutivo a partir de un ancestro común en el que tras la adquisición de cambios en la 
secuencia han surgido la especialización de la función de estos transportadores y en 
asociación con el resto de la maquinaria general del transporte nuclear (Andrade et al., 
2001;Malik et al., 1997). 
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El modelo generado a partir de la caracterización estructural de la importina 1 
permitió establecer una relación estructura/función la cuál se ha extrapolado al resto de 
las carioferinas (Chook and Blobel, 2001). El modelo de transporte generado a partir de 
los datos previos queda recogido en la Figura I3. Durante el proceso de exportación, las 
exportinas, que se encuentran en el núcleo, reconocen y unen a proteínas que portan 
secuencias NES únicamente en presencia de alta concentración de Ran-GTP. El 
heterocomplejo es entonces capaz de interaccionar con los elementos del NPC y 
atravesarlo. Una vez en el citoplasma, debido a la acción de RanGAP y RanBP1, se 
activa la capacidad GTPasa de Ran y se produce la hidrólisis de GTP a GDP lo que 
causa un cambio de conformación en Ran (Chook and Blobel, 1999;Scheffzek et al., 
1995) y provoca el desensamblaje del heterocomplejo carga/exportador/Ran-GTP 
quedando así la carga libre en el citoplasma.  
Durante el proceso de importación, las importinas reconocen y unen a proteínas 
portadoras de NLS en el citoplasma en ausencia de Ran-GTP. El heterocomplejo 
importina/carga atraviesa el NPC en dirección al nucleoplasma mediante diferentes 
interacciones con las nucleoporinas portadoras de repeticiones FxG que revisten el 
interior del NPC. Una vez dentro del núcleo, debido a la interacción con Ran-GTP, el 
heterocomplejo carga/importador se desensambla por lo que la carga es liberada en el 
interior nuclear (Petosa et al., 2004). La carioferina asociada a RanGTP migra 
nuevamente a través del NPC hacia el citoplasma. El adaptador importina  precisa de 
un exportador específico, CAS, para ser reciclada al citoplasma. En este caso, CAS, 
como exportina interacciona con RanGTP en el nucleoplasma para posteriormente 
reconocer una región en la repetición ARM10 de la importina . En el citoplasma, el 
heterocomplejo importina /CAS/RanGTP se desensambla por la acción de RanGAP y 
RanBP1 quedado libre la importina a para ser reutilizada por la importina 1. A este 
sistema de transporte se le denomina sistema general de importación nuclear (Gorlich 
and Kutay, 1999) al interaccionar con el exportador específico CAS-RanGTP. En el 




Además de su función como transportadores, durante la mitosis de metazoos, las 
carioferinas están implicadas en otros procesos celulares como: el ensamblaje del poro y 
la envoltura, la regulación y dinámica de formación de microtúbulos. 
2.3.1Importinas
Como se ha mencionado anteriormente la importina 1 es la carioferina mejor 
caracterizada y la cual da nombre a la familia que pertenece, superfamilia importina . 
La importina puede unirse a sus cargas de manera directa o a través de una proteína 
adaptadora. Los adaptadores conocidos son la snurportina (Huber et al., 1998), que 
media en el transporte de ribonucleoproteínas pequeñas (snRNPs), y la importina , que 
participa en el transporte de proteínas que contienen NLS clásicas (Gorlich and Kutay, 
1999). Se ha determinado que Aspergillus nidulans carece de snurportinas (Araújo-
Bazán et al., 2009). En las importinas  se pueden identificar dos regiones 
características; en el extremo amino-terminal se encuentra el dominio por el cual 

























Figura I3. Esquema general del transporte nuclear a través del NPC. En la parte izquierda se 
representa el ciclo de importación nuclear y en la parte derecha la exportación nuclear. Ver texto para 
más detalles. Modificado a partir de (Weis, 2003). 
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IBB y la región que abarca el resto de la proteína y está compuesta por 10 repeticiones 
consecutivas de dominios armadillo (ARM) (Peifer et al., 1994). La estructura terciaria 
de las repeticiones ARM y las repeticiones HEAT son muy similares y es ellos donde se 
encuentran los sitios interacción con las NLS o con las Nups. La importina  está 
altamente conservada entre organismos eucariotas, aunque el número de isoformas 
puede variar (Goldfarb et al., 2004). La ruta clásica de importación mediada por la 
importina se describe en la Figura I4
 De las 11 carioferinas con actividad importina descritas en la levadura S. 
cerevisiae solo 4 son esenciales: importina , importina , Mtr10p y Pse1p. Esto 



























Figura I4. Esquema general del ciclo de importación mediado por el heterodímero importina 
/En el citoplasma, en presencia de baja concentración de RanGTP, la importina 1 se une a la 
importina , dejando los sitios de interacción para las NLS expuestas. De esta manera la importina 
se une a su carga y el heterodímero es translocado al interior del núcleo por la interacción de la 
importina  con componentes del NPC. Una vez en nucleoplasma, la importina  interacciona con 
RanGTP provocando un cambio de conformación y la perdida de afinidad por la importina , 
liberando así la carga en el interior del núcleo. La importina  es reciclada al citoplasma por su 
interacción con el heterodímero CAS-RanGTP.
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interior del núcleo por difusión pasiva, como es el caso de ciertas pequeñas proteínas 
ribosomales, o puede ser debido a la existencia de redundancia en la función de las 
importinas, como es el caso de la ruta de la importación de las histonas en el cual están 
involucrados Kap123p (Yrb4) y Kap121p (Pse1) (Mosammaparast et al., 2002) 
2.3.2 Exportinas
Las exportinas median el transporte de proteínas como de diversos tipos de RNA y 
ribonucleoproteínas (Rodriguez et al., 2004). En vertebrados se han descrito 8 
carioferinas con actividad exportina: CRM1/exportina1, CAS, exportina-t, exportinas 4, 
5, 6 y 7 e importina 13 (Kutay and Guttinger, 2005). En la levadura S. cerevisiae se han 
descrito 4: CRM1, Cse1/CAS, Los1p/exportina-t y Msn5/Kap142 (Macara, 2001) 
La exportina mejor caracterizada es CRM1/exportina-1 y para la cual se han 
encontrado un mayor numero de cargas. Está involucrada en la exportación de un gran 
número de proteínas y ciertos RNAs (Kutay et al., 1998;Pemberton and Paschal, 2005). 
Para que ocurra la interacción exportina-carga se precisa de la existencia de una NES en 
la carga y de la unión de Ran-GTP al dominio denominado CRIME de la exportina 
(Ossareh-Nazari et al., 1997). La secuencia de aminoácidos en la región central está 
altamente conservada entre las exportinas-1 tanto de humanos como de levadura, y 
contiene 19 repeticiones HEAT además del lazo que específicamente media en la 
función como exportador de esta proteína. La ruta que media Exp-1/Crm1 es conocida 
como la ruta general de exportación nuclear (Yoneda, 2000). 
Otra de las rutas de exportación nuclear mejor conocidas es el sistema de 
transporte de t-RNAs por parte de las exportinas Los1p/exportina-t. Este exportador une 
directamente al tRNA y a RanGTP formando un heterocomplejo siendo así capaz de 
interaccionar con los elementos del NPC y atravesarlo (Kutay et al., 1998). La alta 
afinidad de este exportador por los tRNAs maduros sugiere la existencia de un 
mecanismo de control de calidad en el sistema de exportación de estas moléculas dado 
que estos transportadores no pueden unirse a precursores o tRNAs mutados (Arts et al., 
1998;Lund and Dahlberg, 1998). Se ha demostrado que la exportina 5 también puede 
transportar tRNAs conjuntamente con Los1p/exportina-t (Calado et al., 2002). 
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2.3.3 Transportadores con actividad importina-exportina
La clasificación inicial sobre la función de las carioferinas se realizó sobre la 
hipótesis de que solo podían transportar cargas a través del NPC en una sola dirección. 
Actualmente se ha demostrado que las carioferinas Msn5/Kap142 de S. cerevisiae 
(Yoshida and Blobel, 2001) y la importina 13 de humanos (Mingot et al., 2001b) 
pueden mediar el transporte de moléculas en ambos sentidos. Msn5/Kap142 fue 
inicialmente descrito como exportador de cargas como los factores de trascripción Pho4 
(Kaffman et al., 1998) y Mig1 (DeVit and Johnston, 1999) aunque posteriormente se 
demostró que también importaba el complejo de la proteína trimérica de replicación A 
(RPA) (Yoshida and Blobel, 2001), implicado en procesos de replicación, reparación y 
recombinación del DNA. En el caso de la importina 13, debido al trabajo realizado para 
encontrar sustratos que interaccionaran con esta carioferinas en presencia y ausencia de 
Ran-GTP, se demostró que este transportador media la importación de hUBC9 y 
RBM8-MGM y la exportación de eIF1A (Mingot et al., 2001b). 
2.3.4 Transportadores de la familia Ntf2
La mayoría de las rutas de transporte nuclear están mediadas por carioferinas, a 
excepción de la exportación de los mRNAs y de la importación de RanGDP que están 
mediados por transportadores de la familia Ntf2, Mex/TAP, NXT/p15 y NTF2p. Las 
proteínas de esta limitada familia contienen el dominio que las caracteriza y que se 
denomina NTF, Nuclear Transport Factor.  
NTF2 es una proteína de 15kDa que forma un homodímero para mediar la 
importación de RanGDP al interior del núcleo (Moore and Blobel, 1994). Esta proteína 
se aisló en primer lugar como factor estimulante de la importación dependiente de NLS 
en experimentos de células permeabilizadas (Ribbeck et al., 1998). NTF2 interacciona 
con nucleoporinas FxG del NPC (Clarkson et al., 1996) y con Ran por medio de un 
bolsillo hidrofóbico formado por un barril de laminas  y  hélices (Bullock et al., 
1996).  
La exportación de mRNA es relativamente más complejo que las rutas de tráfico 
nuclear porque está relacionado con la transcripción, el procesamiento y la formación 
del complejo de exportación de ribonuceloproteínas mensajeras (mRNPs) (Stewart, 
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2010). El transporte de RNAs maduros está mediado por Mex67p/TAP que forma un 
heterodímero con Mtr2 en levadura (Mex67/Mtr2) y con p15 en humanos (TAP/p15). 
La unión de Mex67/TAP a mRNAs es directa y sin necesidad de formar un complejo 
con Ran en el nucleoplasma (Stewart, 2007). Mex67/TAP está constituido por 4 
dominios principales. En la región N-terminal se encuentra el dominio de unión a 
ribonucleoproteínas (RNPs) y un dominio rico en leucinas (LRR), ambos involucrados 
en la unión con el mRNA. En la región más próxima al extremo C-terminal se 
encuentran los dominios NTF y UBA los cuales interaccionan con las nucleoporinas 
para mediar la translocación a través del NPC (Grant et al., 2002;Liker et al., 2000). El 
transporte, básicamente, ocurre de forma similar al descrito anteriormente para otras 
rutas de exportación. El heterocomplejo Mex67/TAP-Mtr2/p15-mRNA interacciona con 
diferentes nucleoporinas con repeticiones FxG para atravesar el NPC (Rodriguez et al., 
2004). La liberación del mRNA en el citoplasma se reproduce mediante la acción de la 
proteína Dbp5 (Lund and Guthrie, 2005).  En este sistema el factor Gle1, que está unido 
a las nucleoporinas del lado citoplásmico del NPC, juega un papel esencial dado que 
activa a Dbp5 (Alcazar-Roman et al., 2006). 
Figura I5. Esquema general de la 
exportación de mRNAs en levadura La 
exportación es la culminación del proceso de 
expresión génica de la fase nuclearEl 
transcrito sufre una serie de modificaciones 
cotranscripcionales a medida que es 
sintetizado por la RNA Pol II. Durante este 
proceso diferentes proteínas se le asocian por 
lo que sufre un remodelamiento. Tras la 
interaccionar con nucleoporinas FG del  
NPC, una vez en el citoplasma, Gle1p y 
Dbp5p median la disociación de 
Mex67p/Mtr2p del mRNP dejando libre el 
mRNA. El complejo Mex67p/Mtr2p es 
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2.4 Complejo del poro nuclear (NPC) 
El NPC es la única puerta selectiva conocida que permite el paso de 
macromoléculas a través de la membrana nuclear. Son canales formados por grandes 
complejos multiproteicos, constituidos por alrededor de 30 proteínas distintas 
denominadas nucleoporinas las cuales se encuentran en diferente número de copias 
dentro de este super-complejo. El tamaño del NPC en diferentes especies de eucariotas 
depende no de las nucleoporinas que lo componen sino más bien del número de copias 
presentes de cada componente. Así en vertebrados se le ha estimado un tamaño 
comprendido entre 60-125 MDa (Cronshaw et al., 2002) y de 20-50 MDa en S. 
cerevisiae (Rout et al., 2000). Entre especies, los componentes del NPC pueden ser 
identificados con relativa facilidad atendiendo principalmente a las predicciones de 
estructura secundaria ya que la conservación de secuencia entre nucleoporinas ortólogas 
se limita a un porcentaje de similitud del 20%-25% (Cronshaw et al., 
2002;Suntharalingam and Wente, 2003) 
A pesar de la diferencia de tamaño entre especies, diferentes aproximaciones 
bioquímicas y computacionales sugieren que este macrocomplejo de 50 MDa y 480 
unidades/Nups+proteínas asociadas, posee en realidad una composición simple y una 
arquitectura modular que se conserva entre todos los eucariotas. La simplicidad del 
NPC se refleja en que el 85% de los residuos presentan 3 tipos de plegamientos; -
solenoides, repeticiones FG y -hélices (Devos et al., 2006). La arquitectura modular 
queda manifestada en la jerárquica y simétrica organización del NPC y en la cual 
pueden diferenciarse tres partes (Figura I6-A, B) (Alber et al., 2007): A) Anillos 
concéntricos formados por nucleoporinas estructurales que anclan el poro a la 
membrana. Estas nucleoporinas presentan estructuras tridimensionales muy sólidas y 
definidas, compuestas principalmente por hélices transmembrana y dominios cadherina.
B) 8 módulos radiales simétricos que emiten prolongaciones tanto hacia el lado 
citoplásmico como nuclear del NPC. En el nucleoplasma estos filamentos contactan y 
forman una estructura circular denominada canasta nuclear. Las nucleoporinas que 
forman estos filamentos presentan estructuras secundarias y terciarias del tipo -hélices 
y -solenoides. C) Filamentos flexibles que tapizan el interior del canal y que se 
extienden hacia ambas lados del poro nuclear. Esto filamentos están formados por 
nucleoporinas que poseen en su secuencia de aminoácidos numerosas repeticiones de 
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residuos de fenilalanina y de glicina, repeticiones FG, en algunos casos también 
separados por aminoácidos hidrofóbicos. Las estructuras secundarias que priman en 
estas Nups son organizaciones coiled-coil o -hélices (Devos et al., 2006;Weirich et 
al., 2004). Los dominios FG confieren al NPC de múltiples sitios de unión de baja 
afinidad que interaccionan con el complejo transportador carga (Bayliss et al., 
2000;Bayliss et al., 2002a;Bayliss et al., 2002b;Fribourg et al., 2001;Ribbeck and 
Gorlich, 2001). 
Existen varios modelos propuestos que tratan de explicar el paso de los complejos 
transportador-carga a través del NPC (Figura I6-C). El modelo virtual gating propone 
que los filamentos de nucleoporinas FG que tapizan el interior del poro forman un 
estrecho canal por el cual sólo aquellos transportadores que poseen cierta afinidad por 
las FG-Nups son capaces de atravesarlo. En este proceso no se gasta energía dado que la 
Figura I6. Modelo de la estructura y función del NPC de levadura. A) Modelo estructural del poro 
nuclear. B) Mapa de localización de las Nups en el NPC. C) Ilustración esquemática de los modelos 
selectivos del NPC; 1) Virtual gating, 2) Fase selectiva y 3) Oily spaghetti (ver texto para más 



















translocación ocurriría gracias al movimiento Browniano de las diferentes proteínas en 
este ambiente hidrofóbico (Rout et al., 2000). El segundo modelo describe al canal del 
NPC como una fase selectiva que consiste en un amasijo de interacciones hidrofóbicas 
débiles procedentes de los dominios con repeticiones FG de las nucleoporinas que 
revisten el canal. Esta fase selectiva únicamente puede ser atravesada por 
transportadores que interaccionan con las FG-nups e interrumpen el mencionado 
desorden (Ribbeck and Gorlich, 2001). El modelo Oily spaghetti propone que el canal 
está revestido de FG-Nups pero no existe interacciones hidrofóbicas entre estos 
componentes. Los transportadores unirían con afinidad variable a las diferentes Nups 
que se dispondrían ordenadamente y permitirían así el tránsito del complejo 
transportador/carga a través del canal y sin necesidad de hidrólisis de ATP o GTP 
(Macara, 2001). Se carece de evidencia experimental a favor de uno u otro modelo. Se 
ha demostrado que la capacidad de importación por NPC es de 500 moléculas por 
segundo y la velocidad media de paso es de 0,5m/s (Ribbeck and Gorlich, 
2001;Riddick and Macara, 2005)  
El NPC es una estructura dinámica que experimenta diferentes modificaciones 
dinámicas como cambios conformacionales durante el transporte de macromoléculas, 
alteraciones en la composición debido a asociaciones transitorias y reguladas con otras 
nups y/o otras estructuras durante diferentes estadios del ciclo celular.(Tran and Wente, 
2006)  
3. Mitosis semiabierta de Aspergillus nidulans
Los eucariotas superiores tienen una mitosis abierta, es decir que la envoltura 
nuclear se rompe en el proceso, mientras que en la mayoría de los eucariotas inferiores 
se da una mitosis cerrada en la que la envoltura permanece intacta (Heath, 1980). En A. 
nidulans se da una mitosis semi-abierta, la membrana nuclear permanece intacta pero el 
NPC sufre cambios drásticos. La mitosis de este hongo filamentoso es un proceso 
intermedio entre la clásica mitosis abierta y la mitosis cerrada y difiere de ellas en 
varios aspectos.  
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3.1 El huso mitótico  
Durante la mitosis los eucariotas segregan el material genético a los núcleos hijos 
y lo hacen mediante el huso mitótico. El huso se forma cuando los microtúbulos se 
nuclean (inician su polimerización) desde los MTOC (centro organizador de 
microtúbulos) y unen los cinetocoros de los cromosomas. Una vez establecida la unión 
bipolar los microtúbulos se acortan y las cromátidas se separan. Aunque este aspecto de 
la mitosis es universal y ocurre en todos los eucariotas hay diversas particularidades 
entre la mitosis abierta de eucariotas superiores y la mitosis cerrada de eucariotas 
inferiores.  
En S. cerevisiae el SPB, el MTOC nuclear de los hongos, se encuentra embebido 
en la membrana nuclear y durante todo ciclo celular la tubulina necesaria para formar 
los microtúbulos va entrando poco a poco al nucleoplasma. De esta manera, durante la 
mitosis, hay suficiente tubulina para formar el huso mitótico y segregar las cromátidas 
sin tener que romper la envoltura nuclear. Sin embargo en eucariotas superiores el 
centrosoma citoplásmico actúa de MTOC durante la mitosis creando la necesidad de 
romper la envoltura nuclear para que los microtúbulos interaccionen con lo cinetocoros 
de los cromosomas y así poder segregar el DNA (revisado en (De Souza and Osmani, 
2007)).  
Aspergillus es un organismo multinucleado lo cual aun añade más obstáculos al 
proceso de división nuclear y el reparto de DNA (De Souza and Osmani, 2007). La 
investigación realizada por el grupo del Prof. Osmani propone que en este tipo celular 
parece ser de vital importancia asegurarse que el huso mitótico y sus proteínas asociadas 
reconozcan correctamente a los cinetocoros de los cromosomas procedentes de un 
determinado núcleo. La existencia de mitosis parasincrónicas ofrecería, si fuese abierta, 
la posibilidad de que microtúbulos de diferentes SPBs uniesen a cromosomas de 
diferentes núcleos. Se propone que la forma que ha optado estos organismos para dicho 
control es embeber el SPB en la membrana nuclear que encierra los cromosomas con los 
que tiene que interactuar. Así el SPB puede nuclear microtúbulos tanto hacia el lado 
citoplásmico como hacia la cara nuclear simplemente cambiando su orientación. Una 
manera de regular la formación de microtúbulos en el interior del núcleo es controlando 
la entrada de la tubulina a lo largo del ciclo celular (De Souza and Osmani, 2009). Dado 
que esta proteína únicamente se encuentra en el nucleoplasma durante el breve tiempo 
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en el que transcurre la mitosis, su entrada es rápida y abundante (Ovechkina et al., 
2003). El huso está compuesto por microtúbulos (apilamientos de dímeros de - y -
tubulina), proteínas motoras, proteínas asociada a los microtúbulos, complejos del 
cinetocoros, proteínas asociadas de la cromatina, quinasas y fosfatasas reguladoras y 
proteínas del complejo APC (anaphase promoting complex) (Wong et al., 2007). Entre 
las proteínas asociadas a la cromatina se encuentra RCC1 (Chen et al., 2007) por la cual 
se genera localmente RanGTP y crea el ambiente necesario para que se produzca un 
reclutamiento activo de proteínas mitóticas y estabilizadoras del huso mitótico en las 
proximidades de los cromosomas durante la mitosis (Abu-Arish et al., 2009;Kalab and 
Heald, 2008). 
La segregación del DNA tiene que ser un proceso fiel y para ello las células 
eucariotas han desarrollado un sistema de monitorización mitótico denominado SAC 
(spindle assembly checkpoint) el cual asegura que la cromátidas no sean segregadas 
hasta que el huso mitótico este bien formado (Gillett et al., 2004;Musacchio and 
Salmon, 2007). Las tres proteínas SAC (Mps1, Mad1 y Mad2) se localizan en el NPC 
durante interfase (Buffin et al., 2005;Campbell et al., 2001;Iouk et al., 2002) y 
alrededor de los cinetocoros durante mitosis debido a la mediación de la nucleoporina 
Mlp1 (De Souza and Osmani, 2009;Hardwick and Shah, 2010). 
Figura I7. Diferentes formas de mitosis. A) Mitosis cerrada de S. cerevisiae. La nucleoporina Mpl1 
y las proteínas Mad1 y Mad2 localizadas en el NPC. B) Mitosis semiabierta de A. nidulans. El NPC se 
desensambla y las proteínas Mpl1, Mad1 y Mad2 se sitúan en la matriz del huso mitótico para cuando 
sean necesarios. C) Prometafase de la mitosis abierta de una célula de mamíferos. Los microtúbulos 
nucleados desde los centrosomas acceden al interior del núcleo en busca de los cinetocoros mientras la 
membrana nuclear se rompe. El SAC está activo como lo indica la unión de Mad1 y Mad2 a los 
cinetocoros (De Souza and Osmani, 2009).
Mlp en la canasta nuclear del NPC













Aun queda por descubrir muchas facetas de la dinámica del huso mitótico, la captura 
de los cromosomas por los microtúbulos, la fuerza generada en los cromosomas y los 
puntos de control de este proceso tan dinámico y que en A. nidulans dura 
aproximadamente 3 minutos. 
3.2 Desensamblaje parcial del NPC 
En la mitosis abierta de eucariotas superiores como metazoos (Burke and 
Ellenberg, 2002), plantas (Rose et al., 2004) y hongos basidiomicetos (Straube et al., 
2005), la membrana nuclear desaparece durante la mitosis y se reensambla después de la 
segregación del DNA en telofase/G1 (Margalit et al., 2005). En los hongos ascomicetos, 
como A. nidulans y S. cerevisiae, la mitosis es cerrada, es decir, la envoltura nuclear 
permanece integra, aunque se ha comprobado que suceden cambios en el NPC (Rabut et 
al., 2004). En el caso de S. cerevisiae, las características y propiedades básicas 
permanecen práticamente inalteradas, aunque ciertos componentes se reorganizan y 
afectan específicamente de esta forma a determinadas rutas de transporte. Un claro 
ejemplo de ello es la perdida de la interacción interfásica entre las nucleoporinas Nup53 
y Npu170, lo que da lugar a la inhibición de las rutas de transporte dependientes de la 
importina Kap121p (Makhnevych et al., 2003). 
Hasta hace poco se pensaba que en los hongos la modificación de las rutas de 
transporte era el único mecanismo regulatorio por el cual se permitía durante mitosis la 
entrada de moléculas necesarias como los reguladores mitóticos Cdk2/ciclina B(Li et 
al., 1997). Pero se ha visto que en A. nidulans la modificación del NPC es más radical 
que en levadura. La entrada de la mitosis coincide con el desensamblaje de varias 
nucleoporinas, mayormente las que poseen repeticiones FG, quedando reducido a sus 
componentes estructurales (De Souza et al., 2004). El desensamblaje se desencadena 
porque al inicio de la mitosis la quinasa esencial NIMA cambia su localización 
citoplásmica y se sitúa en la periferia del núcleo, donde fosforila a la nucleoporina 
SONBnNup98 y, al menos, las nucleoporinas con repeticiones FxG Gle2p/SONA, 
AnNsp1, AnNup159 y AnNup42. Esta modificación postraduccional de estas Nups 
promueve su desensamblaje del NPC (De Souza et al., 2003;Osmani et al., 2006). Por el 
contrario, las nucleoporinas estructurales SONBcNup96, AnNup133 y AnPom152 no 
alteran su localización (Liu et al., 2009). Se ha determinado que catorce de las 
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veinticuatro nucleoporinas pierden su localización durante la mitosis (Figura I8). Como 
consecuencia el NPC pierde su selectividad en el transporte y permite la libre difusión 
de proteínas y otras macromoléculas, tanto necesarias como innecesarias para el proceso 
de división nuclear. An-RanGAP, cofactor encargado de mantener el gradiente núcleo-
citoplásmico de RanGTP es una de las proteínas que se difunden al nucleoplasma. La 
combinación de la perdida de puntos de interacción con las nucleoporinas y la 
predecible desaparición del gradiente de RanGTP debe resultar en la pérdida de los 
procesos de transporte activo.  
Trabajos recientes han puesto de manifiesto que ciertas nucleoporinas y proteínas 
que se desensamblan del NPC participan en la regulación de diferentes fases de la 
mitosis. Como ya se ha indicado, la nucleoporina Mlp1 participan en la en la correcta 
localización de las proteínas SAC en la matriz del huso mitótico probablemente 
actuando como cebo (De Souza et al., 2009;Lince-Faria et al., 2009). En eucariotas 
superiores la nucleoporina Rae1 (Blower et al., 2005), homologo de SonARae1, 
Figura I8. Localización de las 
proteínas del complejo del poro 
nuclear (Nups) de A. nidulans
durante interfase y mitosis. Las 
nucleoporinas estructurales y 
periféricas se localizan en el NPC 
durante la interfase pero durante 
mitosis las Nups periféricas se 
dispersan. Nup2 se asocia a la 




interactúa con el huso mitótico aunque esta interacción no se ha visto en los hongos. La 
localización de Nup2 en la cromatina es esencial para que desista un correcto proceso de 
división mitótica del DNA (De Souza et al., 2004). 
3.3 El nucleolo durante la mitosis 
Otra estructura nuclear que claramente sufre cambios durante la mitosis es el 
nucleolo. El nucleolo es el orgánulo donde se transcribe el rRNA, además del 
procesamiento y del ensamblaje de las subunidades de los ribosomas (Boisvert et al., 
2007). Se forma alrededor de las regiones del genoma que contienen las repeticiones 
codificantes para los rRNAs, también denominadas Regiones de Organización 
Nucleolar o NORs (Shaw and Doonan, 2005). Hay tres subregiones en el nucleolo: en la 
zona central el Centro Fibrilar (FC) y el Componente Denso Fibrilar (DFC) y en la zona 
más externa se encuentra el Componente Granular (GC) (Boisvert et al., 2007). Se ha 
sugerido que estas regiones reflejan las diferentes fases de la biogénesis de los 
ribosomas (Shaw and Doonan, 2005). Así la transcripción de rRNA ocurre en el 
FC/DFC, procesamiento de rRNA en el DFC y ensamblaje de subunidades ribosomales 
en el GC. 
La segregación del nucleolo durante la mitosis es un proceso poco conocido que 
ocurre de manera muy diferente en la mitosis cerrada y en la abierta. En S. cerevisiae y 
Schizosaccharomyces pombe los núcleos hijos se generan por fisión del NE entre el 
DNA segregado al cual previamente se han asociado el nucleolo y el NOR (Fuchs and 
Loidl, 2004). En eucariotas superiores, durante G2/M, el nucleolo se desensambla casi 
en su totalidad y su reensamblaje requiere la asociación de la RNA polimerasa I a las 
NOR (Angelier et al., 2005). Los estudios realizados in vivo indican que la 
reorganización de las proteínas en los nucleolos hijos nuevamente reflejan su función en 
la ruta de la biogénesis de los ribosomas (Savino et al., 2001).  
En la mitosis semiabierta de Aspergillus nidulans el nucleolo se mantiene intacto, 
pero excluido en el citoplasma, hasta la última fases de la mitosis, la telofase (Fox et al., 
2002). En primer lugar la doble constricción de la membrana nuclear da lugar a la 
generación de tres estructuras asociadas aún por el NE, que corresponden con los dos 
núcleos hijos que contienen las NORs y un tercer compartimento temporal que 
corresponde con el nucleolo parental (Figura I9). Durante los primeros estadíos de G1, 
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el nucleolo parental sufre un desensamblaje secuencial de proteínas mientras se van 
importando a los nucleolos hijos, después de que el sistema de transporte nuclear se 
haya reestablecido (Ukil et al., 2009). Se ha sugerido que proteínas del nucleolo podrían 
estar participando en la mitosis. Aun queda por determinar los sistemas y factores que 
regulan el desensamblaje-reensamblaje del nucleolo. 
3.4 Salida de la mitosis 
La correcta salida de la mitosis es tan importante como el resto del proceso y 
requiere coordinar la segregación del DNA y la reestructuración de los núcleos hijos. 
Durante la telofase debido a la fuerza a la que se someten los microtúbulos el huso 
mitótico se rompe y los cromosomas migran a los SPB de los núcleos hijos. En la EN de 
que los rodea los NPC comienzan a reconstruirse reestableciendo así el transporte activo 
(Ukil et al., 2009). Tan pronto el transporte activo se reestablece las moléculas que 
durante mitosis entraron al núcleo son exportadas pues su prevalencia en el 
nucleoplasma podría causar severos defectos. Este es el caso de los reguladores 
mitóticos y la tubulina.  
Figura I9. Representación de la doble restricción de la EN durante la telofase de A. nidulans. La 
restricción de la membrana nuclear se da en los puntos entre los núcleos hijos y el nucleolo. Los 
NORs han sido removidos y el nucleolo es excluido al citoplasma. Mlp1, Mad1 y Mad2 se localizan 
en la matriz del huso mitótico en el compartimento transitorio que queda entre los dos núcleos hijos 
(De Souza and Osmani, 2009)
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En el compartimento transitorio que existe entre ambos núcleos aún acumula 
ciertas proteínas mitóticas, como la ciclina B, proteínas del complejo SAC y proteínas 
remanentes del nucleolo parental. Las proteínas SAC podrían estar inhibiendo 
localmente la actividad del complejo APC, lo que sugiere la regulación de la mitosis 
mediante la distribución espacio-temporal de los factores mitóticos, quedando en este 
caso el complejo APC inactivo fuera de los núcleos recién divididos (De Souza et al., 
2009). Además los NPC reconstruidos en este compartimento no son funcionales y por 
lo tanto previsiblemente el transporte activo no se debe reestablecer y por lo tanto este 
compartimento queda condenado a su destrucción de forma paulatina durante G1 
mediante un mecanismo aun no definido molecularmente. 
Este mecanismo molecular de transporte intracelular tiene un carácter general en 
todos los eucariotas y en este estudio se analiza sistemáticamente la maquinaria que 
media directamente el transporte nuclear de cargas en el hongo filamentoso 
multinucleado Aspergillus nidulans. Para ello se determinó el número y la estructura de 
los genes que codifican para los diferentes transportadores nucleares descritos en otros 
organismos eucariotas mononucleados. Se analizó la función de esta maquinaria de 
transporte generando alelos nulos para cada gen identificado y finalmente se ha 
estudiado la distribución subcelular de estos transportadores utilizando formas 






La línea principal de investigación de está tesis doctoral está dedicada a la 
caracterización y el análisis funcional de las proteínas que median el transporte entre el 
núcleo y el citoplasma en Aspergillus nidulans, los que se han denominado 
transportadores nucleares. Las proteínas que median el tráfico núcleo-citoplásmico de 
macromoléculas no han sido caracterizadas en hongos filamentosos. Por lo tanto esta es 
la primera vez que se aborda un estudio sistemático de todos los transportadores en un 
organismo modelo por un solo grupo de investigación. Las células de los hongos 
filamentosos son generalmente sincitios, donde múltiples núcleos se reparten a lo largo 
de un extenso citoplasma. El papel de cada ruta de transporte, su organización y los 
mecanismos que aseguran el conveniente reparto de la maquinaria de transporte y las 
respectivas cargas en este tipo de organización celular son desconocidas. Debido a ello, 
los objetivos generales que se plantearon al inicio del trabajo de investigación fueron: 
a) Identificar y caracterizar los transportadores nucleares de A. nidulans para 
determinar su esencialidad y obtener evidencia del sistema de regulación 
transcripcional en las que estas rutas de transporte deben estar participando, así 
como de sus posibles cargas. 
b) Determinar la localización subcelular de los transportadores nucleares de A. 
nidulans durante interfase. 
c) Analizar la localización subcelular de los transportadores nucleares de A. 
nidulans durante mitosis. 
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1. Medios y condiciones de cultivo
1.1 Medios y condiciones de cultivo para Aspergillus nidulans
La composición de las soluciones y suplementos empleados en los medios para 
Aspergillus se describen en la siguiente sección, siguiendo las recetas descritas por 
(Cove, 1966). Los cultivos se incubaron preferentemente a 37ºC, aunque también se 
incubaron a 25ºC (temperatura ambiente), 30ºC ó 42ºC. Para los cultivos en medio 
líquido se utilizaron matraces cónicos de diferentes capacidades, incubándose el cultivo 
en agitadores orbitales con una agitación de 250 rpm, y a las temperaturas de 37ºC o 
30ºC. Para microscopía se utilizó medio mínimo líquido específico (WMM) en 
condiciones de cultivo estáticas a la temperatura de 30ºC ó 37ºC, utilizando para ello el 
sistema de incubación Tempcontrol 37-2 digital, (PeCon) del microscopio (ver también 
sección microscopía). 
1.1.1 Medio mínimo de Aspergillus (MMA)
Para cada litro de medio se diluyeron 20ml de solución de sales y se ajustó el pH a 
6,8 con NaOH. El medio se esterilizó en autoclave durante 20 minutos a 110ºC. Para el 
medio mínimo sólido se añadió 1,5% (p/v) agar Oxoid. Después de la esterilización, y 
antes de ser repartido en las placas de Petri, se añadieron los suplementos necesarios 
para cada estirpe así como la fuente principal de carbono, normalmente D-glucosa al 1% 
(p/v), y de nitrógeno, tartrato de amonio a una concentración final de 5mM. 
1.1.2 Medio completo de Aspergillus (MCA)
La composición del medio para un litro es: 
 20ml de solución de sales.
 10ml de solución de casaminoácidos.
 10g de D-glucosa.
 2g de bactopeptona.
 1g de extracto de levadura.
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Se añadió agua hasta un volumen de un litro y se ajustó el pH a 6,8 utilizando para 
ello una solución concentrada de hidróxido sódico (NaOH 10M). Para el medio sólido 
se añadió 1,5% (p/v) de agar Oxoid. El medio se esterilizó en autoclave durante 20 
minutos a 121ºC. Antes de su utilización se añadió 10ml/l de solución de vitaminas, la 
fuente principal de nitrógeno, generalmente tartrato de amonio a la concentración final 
de 5mM, y los requerimientos específicos de cada estirpe. 
1.1.3 Medio de regeneración (MMR)
La composición del medio para un litro es: 
 20ml de solución de sales.
 342g sacarosa (1M).
Se añadió agua hasta completar un litro de volumen y se ajustó el pH a 6,8 como 
se indica en el apartado anterior. Antes de esterilizar el medio en el autoclave se añadió 
1,5% (p/v) de agar Oxoid. En el momento que el medio debe ser utilizado se añadieron 
las fuentes principales de carbono y nitrógeno, 1% (p/v) de D-glucosa y 5mM tartrato 
de amonio, y los suplementos nutricionales necesarios para el crecimiento de las 
diferentes cepas. 
1.1.4 Medio de regeneración-TOP (MMR-TOP)
La composición del medio para un litro es: 
 20ml de solución de sales.
 342g sacarosa (1M).
Se completó con agua hasta un litro, se ajustó el pH a 6,8 y se procedió como se 
indica en la sección anterior (apartado 1.1.3). 
1.1.5 Medio de fermentación (MFA)
Tras mezclar bien las fases sólida y acuosa se pesaron 25g de CSL (Corn Steep 
Liquor) por cada litro de medio a preparar, se añadió 20ml/l de solución de sales y se 
completo con agua milli-Q hasta el volumen de 1l. Después de que el medio fuera 
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agitado durante 20 minutos y filtrado al vacío se ajustó el pH a 6,8 con NaOH. El medio 
se esterilizó en autoclave durante 20 minutos a 110ºC. En el momento de su utilización 
se añadieron los suplementos necesarios para cada estirpe y las fuentes principales de 
carbono y nitrógeno, sacarosa al 3% (p/v) y 5mM de tartrato de amonio, 
respectivamente.  
1.1.6 Soluciones y suplementos para medios de Aspergillus
 Solución concentrada 20x de sales (Cove, 1966). 
Para la preparación de un litro de solución:  
Cloruro de potasio (KCl) . 26g 
Sulfato de magnesio 7H2O (MgSO4. 7H2O)  26g 
Fosfato dihidrógeno de potasio (KH2PO4) ..  76g 
Solución de elementos traza sin fosfatos 10X 50ml  
 Solución concentrada 10x de casaminoácidos 
Hidrolizado de caseína 150g/l. Esterilizado en autoclave a 110ºC durante 20 
minutos. 
 Solución concentrada 10x de elementos traza sin fosfatos 
Para la preparación de 1 litro de solución: 
Tetraborato de sodio (Na2B4O7.10H2O). 40mg 
Cloruro de cobre (CuCl2.2H2O)  400mg 
Cloruro férrico (FeCl3) . 800mg 
Cloruro de zinc (ZnCl2) .... 8g 
Cloruro de magnesio (MnCl2.4H2O). 800mg 
 Solución concentrada 100x de vitaminas 
Para la preparación de 1 litro de solución: 
Tiamina 50mg 
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Biotina. 10mg 
Ácido nicotínico.. 100mg 
Pantotenato de calcio.. 200mg 
Piridoxina-HCl 50mg 
Riboflavina. 100mg 
Ácido p-aminobenzoico (PABA).. 100mg 
Inositol... 24g 
Esterilizado mediante filtración y guardado a 4ºC protegido de la luz. 
 Solución de glucosa 
Para la preparación de 1 litro de solución con una concentración del 20% (p/v): 
D-glucosa....200g 
Esterilizado en autoclave a 110ºC durante 20 minutos. 
 Solución concentrada 100x de tartrato de amonio 
Para la preparación de 1 litro de solución: 
Tartrato de amonio.92g
Esterilizado en autoclave a 110ºC durante 20 minutos. 
 Suplementos 
Todos los suplementos se prepararon en soluciones acuosas concentradas 100x 
respecto a la concentración final en el medio de cultivo, salvo que se indique lo 
contrario. 
Biotina (1000x): 100mg/l. Esterilizado por filtración. 
Ácido p-aminobenzoico (PABA): 200mg/l. Esterilizado en autoclave a 110ºC 
durante 20 minutos. 
D-Pantotenato de calcio: 600mg/l. Esterilizado en autoclave a 110ºC durante 20 
minutos. 
Piridoxina-HCl (vitamina B6): 50mg/l. Esterilizado por filtración. 
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Inositol: 12g/l. Esterilizado por filtración. 
Pantolactona-D: 200mg/l. Esterilizado en autoclave a 110ºC durante 20 minutos. 
Riboflavina: 250mg/l. Esterilizado por filtración. 
Uracilo y uridina: pesado en el momento. 
1.1.7 Ensayos de estrés
Los experimentos de respuesta del hongo frente al estrés osmótico y salino se 
realizaron añadiendo al medio de cultivo directamente o en solución las diferentes sales, 
normalmente cloruros. A continuación se detalla la lista con las concentraciones finales 
(cf) utilizadas para cada compuesto y el peso en gramos por cada 25ml de medio de 
cultivo, volumen de medio que contiene cada placa de Petri de 9cm de diámetro. 
Cloruro de calcio CaCl2 (cf=100mM).. 0,367g 
Cloruro de calcio MgCl2 (cf=100mM)............................. 0,508g 
Cloruro de potasio KCl (cf=1M)...................................... 1,86g 
Cloruro de sodio NaCl (cf=100mM).............................. 0,146g 
Cloruro de sodio NaCl (cf=1M)..................................... 1,46g 
Cloruro de litio LiCl (cf=100mM)................................. 0,106g 
Cloruro de litio LiCl (cf=300mM)................................ 0,318g 
Cloruro férrico FeCl3 (cf=10mM)................................ 0,04g 
Fosfato dibásico de sodio Na2HPO4 (cf=100mM) 0,44g 
Fosfato monobásico de sodio NaH2PO4 (cf=100mM). 0,029g 
1.2 Condiciones y medios de cultivo para Escherichia coli
Como medio de cultivo para E. coli se utilizó LB (Sambrook et al., 1989) el cual 
contiene: Bactotriptona 10g/l, extracto de levadura 5g/l y NaCl 5g/l. El pH se ajustó a 
7,5 con hidróxido sódico y en el caso del medio sólido se añadió 1,5% (p/v) de agar. El 
medio se esterilizó en autoclave durante 20 minutos a 110ºC. 
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Para la propagación de plásmidos y la selección de cepas transformantes se utilizó 
el antibiótico ampicilina a una concentración de 100g/ml. 
2. Cepas de Aspergillus nidulans, plásmidos y oligonucleótidos 
utilizados
2.1 Cepas de Aspergillus nidulans
Los genotipos de las cepas utilizadas en esta tesis doctoral quedan descritos en la 
Tabla 1. Los diferentes loci y marcadores genéticos se describen en (Clutterbuck, 1990). 
Todas las cepas portan el alelo mutante veA1 cuyo fenotipo es promover el desarrollo de 
estructuras de reproducción asexual (conidióforos) en ausencia de luz.
Cepas Genotipo Origen 
MAD1266 pyrG89; wA3; pyroA4; kapB::gfp::pyrGAf L. Araújo 
MAD1312 pyrG89 An-nup170-GFP::pyrGAf; wA2; pyroA4 Osmani et al 
(2006) 
MAD1425 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2)  Nayak et al 
(2006) 
MAD1427 pyrG89,  pabaA1; Δnku::argB (argB2); riboB2 B. Oakley 
TNO2A25
MAD1543 pyrG89, pabaA1, yA2; argB2; kapA::mRFP::pyrGAf L. Araújo 




MAD2484  pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); nud1::mCh:: pyrGAf B. Oakley 
LO2640
MAD1837 pyrG89; ΔkapM::pyrGAf; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2) Este trabajo 
MAD2157 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); ΔkapC::pyrGAf  Este trabajo 
MAD2158 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); ΔkapG::pyrGAf  Este trabajo 
MAD2159 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); ΔkapI::pyrGAf   Este trabajo 
MAD2160 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); ΔkapL::pyrGAf Este trabajo 
MAD2161 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapC::gfp::pyrGAf                        Este trabajo 
MAD2162 pyrG89, kapD::gfp::pyrGAf; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2)                         Este trabajo 
MAD2163 pyrG89, kapE::gfp::pyrGAf; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2)                         Este trabajo 
MAD2164 pyrG89, kapF::gfp::pyrGAf; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2)                         Este trabajo 
MAD2165 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapG::gfp::pyrGAf Este trabajo 
MAD2174 pyrG89; ΔkapH::pyrGAf; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2) Este trabajo 
MAD2175 pyrG89; kapH::gfp::pyrGAf; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2) Este trabajo 
Tabla M1. Cepas de Aspergillus nidulans utilizadas en la presente tesis doctoral.
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MAD2324 pyrG89, ΔkapD::pyrGAf; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2)  Este trabajo 
MAD2325 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapI::gfp::pyrGAf Este trabajo 
MAD2326 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); ΔkapJ::pyrGAf Este trabajo 
MAD2327 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapJ::gfp::pyrGAf Este trabajo 
MAD2328 pyrG89; kapM::gfp::pyrGAf; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2) Este trabajo 
MAD2329 pyrG89; pyroA4, ΔkapN::pyrGAf, ΔnkuA::argB (argB2) Este trabajo 
MAD2330 pyrG89; pyroA4, kapN::gfp::pyrGAf, ΔnkuA::argB (argB2)  Este trabajo 
MAD2331 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); mexA::gfp::pyrGAf  Este trabajo 
MAD2332 pyrG89; ΔnxtA::pyrGAf; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2)  Este trabajo 
MAD2333 pyrG89; nxtA::gfp::pyrGAf; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2) Este trabajo 
MAD2606 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapA::HA3::pyrGAf Este trabajo 
MAD2607 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapA::gfp::pyrGAf Este trabajo 
MAD2652 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapL::gfp::pyrGAf Este trabajo 
MAD2653 pyrG89; wA4; inoB2, pyroA4; kapL::gfp::pyrGAf, 
(Myc)3-PacC(pacC900), hhoA::mCh::pyroAAf
Este trabajo 
MAD2654 pyrG89; wA4; inoB2, pyroA4; kapI::gfp::pyrGAf; (Myc)3-
PacC(pacC900), hhoA::mCh::pyroAAf
Este trabajo 
MAD2666 pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2) Este trabajo 
MAD2731 pyrG89, pabaA; ΔnkuA::argB (argB2) Este trabajo 
MAD2732 pabaA; ΔnkuA::argB (argB2);riboB2 Este trabajo 
MAD2733 pabaA; ΔnkuA::argB (argB2) Este trabajo 
MAD2853 pyrG89, kapD::gfp::pyrGAf; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); 
hhoA::mCh::pyroAAf
Este trabajo 
MAD2854 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); hhoA::mCh::pyroAAf; 
kapG::gfp::pyrGAf
Este trabajo 
MAD2855 pyrG89; kapH::gfp::pyrGAf; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); 
hhoA::mCh::pyroAAf
Este trabajo 
MAD2856 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2), kapN::gfp::pyrGAf; 
hhoA::mCh::pyroAAf
Este trabajo 
MAD2913 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapB::gfp::pyrGAf  Este trabajo 
MAD2914 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapK::gfp::pyrGAf Este trabajo
MAD3017 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); ΔmexA:: pyrGAf Este trabajo 
MAD3125 pyrG89, ΔkapD::riboBAf,  pabaA; ΔnkuA::argB (argB2); riboB2 Este trabajo 
MAD3129 pyrG89, pabaA1; ΔnxtA::pyrGAf; Δnku::argB (argB2); riboB2 Este trabajo 
MAD3130 pyrG89, pabaA1; nxtA::gfp::pyrGAf; Δnku::argB (argB2); riboB2 Este trabajo 
MAD3211 pyrG89, pabaA1; Δnku::argB (argB2); ΔmexA::riboBAf; riboB2 Este trabajo 
MAD3280  pabaA1; Δnku::argB (argB2); ΔmexA::riboBAf; riboB2 Este trabajo 
MAD3281 pyrG89, pabaA1; ΔnxtA:: pyrGAf; Δnku::argB (argB2); ΔmexA::riboBAf; 
riboB2 
Este trabajo 
MAD3282 pyrG89, pabaA1; nxtA::gfp:: pyrGAf; Δnku::argB (argB2); 
ΔmexA::riboBAf; riboB2 
Este trabajo 
MAD3355 pyrG89, pabaA; ΔkapM::riboBAf; ΔnkuA::argB (argB2); riboB2 Este trabajo 
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MAD3356 pyrG89, pabaA; ΔnkuA::argB (argB2); ΔkapC:: pyrGAf, riboB2 Este trabajo 
MAD3537 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapB::gfp::pyrGAf,
anFib::mCh::pyroAAf
Este trabajo 
MAD3538  pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapI::gfp::pyrGAf;
anFib::mCh::pyroAAf 
Este trabajo 
MAD3539 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapJ::gfp::pyrGAf;
anFib::mCh::pyroAAf 
Este trabajo 
MAD3540 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapK::gfp::pyrGAf,
anFib::mCh::pyroAAf 
Este trabajo 
MAD3561 pyrG89, pabaA; ΔnkuA::argB (argB2); ΔkapL::pyrGAf; riboB2 Este trabajo 
MAD3562 pyrG89, pabaA; ΔkapM::riboBAf; ΔnkuA::argB (argB2); 
ΔkapL::pyrGAf; riboB2 
Este trabajo 
MAD3563 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); gfp::kapJ Este trabajo 
MAD3564 pyrG89; kapH::gfp::pyroAAf; pyroA4, ΔnkuA::argB(argB2), 
nud1::mCh::pyrGAf
Este trabajo 
MAD3566 pabaA; ΔkapM::riboBAf; ΔnkuA::argB (argB2); riboB2 Este trabajo 
MAD3583 pyrG89, ΔkapD::riboBAf,  pabaA; ΔnkuA::argB (argB2); 
ΔkapC::pyrGAf, riboB2 
Este trabajo 
MAD3591 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapI::mRFP::pyrGAf; gfp::kapJ Este trabajo 
MAD3592 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapK::gfp::pyrGAf, 
nud1::mCh::pyrGAf
Este trabajo 
MAD3593 pyrG89, pabaA; ΔnkuA::argB (argB2); ΔkapJ::riboBAf ; riboB2 Este trabajo 
MAD3594 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); gfp::kapJ; 
anFib::mCh::pyroAAf
Este trabajo 
MAD3595 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); kapB::gfp::pyrGAf, 
nud1::mCh::pyrGAf
Este trabajo 
MAD3596 pyrG89; pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); gfp::kapJ; hhoA::mCh::pyroAAf Este trabajo 
MAD3604 pyroA4, ΔnkuA::argB (argB2); gfp::kapJ Este trabajo 
MAD3638 pyrG89, pabaA; ΔnkuA::argB (argB2); ΔkapI::pyrGAf; ΔkapJ::riboBAf; 
riboB2 
Este trabajo 
MAD3639 pyrG89, pabaA; ΔnkuA::argB (argB2); ΔkapJ::riboBAf; 
anFib::mRFP::pyrGAf, riboB2 
Este trabajo 
MAD3640 pyrG89, pabaA; ΔnkuA::argB (argB2); ΔkapJ::riboBAf; 
hhoA::GFP::pyrGAf, riboB2 
Este trabajo 
MAD3641 pabaA; ΔnkuA::argB (argB2); ΔkapJ::riboBAf; riboB2 Este trabajo 




Los plásmidos presentados a continuación se utilizaron como moldes para la 
generación mediante técnicas de PCR de los fragmentos necesarios para la construcción 
de casetes nulos (marcador de selección riboB y pyrG de Aspergillus fumigatus) y 
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casetes etiquetados (GFP o mCherry fusionado al marcador de selección pyroA y pyrG
de Aspergillus fumigatus). Estos fragmentos se obtuvieron mediante PCR utilizando los 
oligonucleótidos específicos para cada gen (GSP, Gene Specific Primer).  
p1439: plásmido utilizado para obtener el fragmento del marcador de selección 
pyrGAf para así construir cepas nulas o cepas portadoras de proteínas etiquetadas con 
GFP en el carboxilo terminal. Este vector TOPO porta un fragmento que codifica para 
un conector 5xglicina-alanina, seguido de GFP en fase y a continuación el DNA del 
locus pyrG de A. fumigatus. Este plásmido fue cedido por el Prof. S. Osmani (Ohio 
University. USA). 
p1827: plásmido utilizado para obtener el fragmento que contiene el locus pyroAAf
que es el marcador de selección necesario para construir cepas nulas o cepas portadoras 
de proteínas etiquetadas en el carboxilo terminal con mCherryRed (mRFP color cereza). 
Fue Basado en los plásmidos generados por el Prof. S. Osmani y cedido por la Dra. H. 
Findon (Imperial College, London). 
p1830: plásmido utilizado como molde para obtener el fragmento de DNA que 
contiene el locus pyroAAf para la construcción de cepas nulas generadas mediante la 
integración génica de este marcador de selección o de cepas que expresen proteínas 
etiquetadas en su extremo carboxilo terminal con GFP. Basado en el plásmido p1439 y 
cedido por el Prof. S. Osmani (Ohio University. USA). 
p1831: plásmido utilizado como molde para obtener el fragmento de DNA que 
contiene el locus riboBAf para la construcción de cepas nulas generadas mediante la 
integración génica de este marcador de selección o de cepas que expresen proteínas 
etiquetadas en su extremo carboxilo terminal con GFP. Basado en el plásmido p1439 y 
cedido por el Prof. S. Osmani (Ohio University. USA). 
pGEM-T–kapL: plásmido utilizado como molde para obtener los fragmentos de 
DNA del promotor, secuencia codificante y terminador del locus kapL para la 
construcción de cepas nulas y etiquetadas. Este plásmido se generó introduciendo en el 
vector comercial pGEM-T Easy (Promega) un fragmento de DNAg que corresponde al 
locus kapL entre las coordenadas 590953 y 598349, del contig 51 del cromosoma VI. 
Este fragmento se obtuvo mediante amplificación por PCR utilizando como molde 
DNAg de la cepa silvestre (MAD1425) y los oligonucleótidos KapL-gspA y KapL-
gspC (Tabla M2).
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2.3 Oligonucleótidos 
Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados en este trabajo, suministrados 
por Sigma Aldrich, se detallan en la Tabla M2. Para el diseño de los oligonucleótidos se 
utilizó el paquete informático VectonNTi-8.  
Nombre Secuencia de oligonucleótidos 5´-3´ 
imp-3 (gsp3) GAAAGCCAGATTGAAAAGCTTAAATGAAGG 
imp-4 (gsp4) ACACAGACTAAGTCCGATGAGAGGATTGGC 
imp-1 (gsp5) TTTGCGCTGGTTCATTCGACACCATGTCCG 









Bgsp3 (gsp3) GACACTCTTGCCCAAACGATCCATATGGTC 
Bgsp4 (gsp4) CCATTGAGTCCTTGTACTTGAGAGTTCTGC 
Bgsp1 (gsp5) AGCGTACTATTCCTATGCAGCAACAGGTCG 








































Tabla M2. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo.









































































kapK-e (gsp1) GTGACAAGTTGATAGTGACCAGCAATGATCC 
kapK-f (gsp2) TCTATCGCAGAFFCTTGGGTAAAGTCGTAT 
kapK-c (gsp3) CTCGATGAAGAACTGAAATCCGAGACTGAC 
kapK-d (gsp4) GCATCTTTTCGTATGCATTGGGACTAGGCT 
kapK-l  (gsp5) TTACGAAGGCAAGGGTGAATTGGTACG 































































































3. Construcción de cepas mutantes
Las diferentes cepas mutantes se generaron mediante reemplazamiento génico 
utilizando construcciones lineares de DNA que se obtuvieron por amplificación 
mediante técnicas de PCR según el protocolo descrito en (Yang et al., 2004). En primer 
lugar se amplificaron los fragmentos de DNA por separado (Figura M1-A) y después se 
fusionaron mediante la denominada PCR de fusión (Figura M1-B). La enzima 
utilizada para las reacciones de PCR fue la polimerasa, con actividad correctora 3-
5/5-3, Prime Star® HS DNA polimerase (Takara). Las condiciones de PCR utilizadas 
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fueron las indicadas en el protocolo de Takara, con ligeras variaciones en función de los 
oligonucleótidos empleados y el tamaño del amplicon. 
Condiciones generales de los ciclos












/ 1,5g frag central
Oligonucleótidos.. 0,5M
Mezcla de dNTPs. 200M














Mezcla de dNTPs... 200M




                 *+20seg por cada ciclo. 
                  X= 1min de extensión por cada Kb que se desea amplificar. 
3.1 Generación de las construcciones para la obtención de mutantes 
nulos 
En la Figura M2 se muestra esquematizadamente las dos etapas del proceso 
seguido para generar los diferentes casetes de reemplazamiento génico. En la primera 
etapa se amplificaron, mediante reacciones de PCR estandarizadas y utilizando DNAg 
de la cepa silvestre (MAD1425) como molde, los fragmentos correspondientes al 
promotor y al terminador del locus a modificar. El fragmento correspondiente a la 
región del promotor (5´UTR), aproximadamente 1500pb corriente arriba desde el codón 
de iniciación del gen específico, se amplificó utilizando los oligonucleótidos X-gsp1 y 
Figura M1. A) Condiciones generales para generar fragmentos de PCR. B) Condiciones generales de 
la PCR de fusión para unir los fragmentos y construir casetes de reemplazamiento.
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X-gsp2 (X indica de forma genérica cada uno de los loci a modificar). La región del 
terminador (3´UTR), fragmento de similar tamaño al promotor y correspondiente a la 
región corriente abajo desde el codón stop del gen específico, se amplificó utilizando los 
oligonucleótidos X-gsp3 y X-gsp4. Para la construcción de cada uno de los casetes para 
generar un alelo nulo se amplificó el fragmento que corresponde al marcador de 
selección, generalmente pyrGAf o riboBAf, a partir del plásmido correspondiente y 
utilizando los oligonucleótidos X-gsp2* y X-gsp3*.  
Debido a que los tres fragmentos creados poseen extremos que solapan entre sí 
permite su unión en una segunda etapa. Así, estos fragmentos se fusionaron mediante 
PCR utilizando los oligonucleótidos de los extremos X-gsp1 y X-gsp4, y como molde la 
mezcla de los tres anteriores fragmentos. El fragmento de DNA resultante en esta 
segunda etapa es el casete que se utilizará para sustituir la secuencia del gen de interés 
Figura M2. Estrategia de PCR de fusión para la construcción de los casetes de reemplazamiento 
para generar alelos nulos. Los fragmentos son amplificados por PCR con una pareja de 
oligonucleótidos específicos: promotor (5UTR, en amarillo) y terminador (3UTR, en rosa fucsia) 
son amplificados con las parejas de oligonucleótidos X-gsp1/X-gsp2 y X-gsp3/X-gsp4, 
respectivamente. El fragmento central, que contiene el marcador de selección pudiendo ser el gen 
pyrGAf o riboBAf (ejemplificado para pyrGAf, en azul), es amplificado con la pareja de oligonucleótidos 
X-gsp2*/X-gsp3*. Ambos oligonucleótidos portan una región complementaria a los fragmentos con 
los que posteriormente se fusionará este fragmento. En la segunda etapa se genera el casete de fusión 
mediante PCR y utilizando los oligonucleótidos X-gsp1 y X-gsp4. Un doble suceso de recombinación 
homóloga en el locus diana permite generar el alelo nulo.
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por el de pyrG o riboB de Aspergillus fumigatus, el cual reemplaza a toda la secuencia 
codificante (desde el codón iniciador al terminador) y queda flanqueado por el promotor 
(5´UTR) y el terminador (3´UTR). 
Casete Fragmento Oligonucleótidos Cepa 

kapC kapC::pyrGAf
promotor KapC-gsp1 y KapC-gsp2 MAD1425 






promotor KapD-gsp1 y KapD-gsp2 
MAD1425 terminador KapD-gsp3 y KapD-gsp4 
pyrGAf KapD-gsp2* y KapD-gsp3* 
kapD::riboBAf
promotor KapD-gsp1 y KapD-gsp2 
MAD1427 terminador KapD-gsp3 y KapD-gsp4 
riboBAf KapD-gsp2* y KapD-gsp3* 
kapE kapE::pyrGAf
promotor KapE-gsp1 y KapE-gsp2 
MAD1425 terminador KapE-gsp3 y KapE-gsp4 
pyrGAf KapE-gsp2* y KapE-gsp3* 
kapF kapF::pyrGAf
promotor KapF-gsp1 y KapF-gsp2 
MAD1425 terminador KapF-gsp3 y KapF-gsp4 
pyrGAf KapF-gsp2* y KapF-gsp3* 
kapG kapG::pyrGAf
promotor KapG-gsp1 y KapG-gsp2 
MAD1425 terminador KapG-gsp3 y KapG-gsp4 
pyrGAf KapG-gsp2* y KapG-gsp3* 

kapH kapH::pyrGAf
promotor KapH-gsp1 y KapH-gsp2 
MAD1425 terminador KapH-gsp3 y KapH-gsp4 
pyrGAf KapH-gsp2* y KapH-gsp3* 
kapI kapI::pyrGAf
promotor KapI-gsp1 y KapI-gsp2 MAD1425 





promotor KapJ-gsp1 y KapJ-gsp2 
MAD1425 terminador KapJ-gsp3 y KapJ-gsp4 
pyrGAf KapJ-gsp2* y KapJ-gsp3* 
kapJ::riboBAf
promotor KapJ-gsp1  y KapJ-gsp2 
MAD1427 terminador KapJ-gsp3  y KapJ-gsp4 
riboBAf KapJ-gsp2* y KapJ-gsp3* 
kapK kapK::pyrGAf
promotor kapK-e y kapK-f   
MAD1425 terminador kapK-c y kapK-d    
pyrGAf pyrG-kapK y GFP-kapK2* 
kapL kapL::pyrGAf
promotor KapL-gsp1 y KapL-gsp2 MAD1425 
MAD1427 
MAD3355 
terminador KapL-gsp3 y KapL-gsp4 
pyrGAf KapL-gsp2* y KapL-gsp3* 
kapM
kapM::pyrGAf
promotor KapM-gsp1  y KapM-gsp2 
MAD1425 terminador KapM-gsp3  y KapM-gsp4 
pyrGAf KapM-gsp2* y KapM-gsp3* 
kapM::riboBAf
promotor KapM-gsp1  y KapM-gsp2 
MAD1427 terminador KapM-gsp3  y KapM-gsp4 
riboBAf KapM-gsp2* y KapM-gsp3*  
kapN kapN::pyrGAf promotor KapN-gsp1 y KapN-gsp2 MAD1425 
Tabla M3. Los diferentes fragmentos generados, oligonucleótidos utilizados, construcciones creadas 
y cepas transformadas se describen en la siguiente tabla.
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terminador KapN-gsp3 y KapN-gsp4 
pyrGAf KapN-gsp2* y KapN-gsp3* 
ntfA ntfA::pyrGAf
promotor NtfA-gsp1 y NtfA-gsp2 
MAD1425 terminador NtfA-gsp3 y NtfA-gsp4 
pyrGAf NtfA-gsp2* y NtfA-gsp3* 
nxtA nxtA::pyrGAf
promotor NxtA-gsp1 y NxtA-gsp2 MAD1425 
MAD1427 
MAD3211 
terminador NxtA-gsp3 y NxtA-gsp4 
pyrGAf NxtA-gsp2* y NxtA-gsp3* 
mexA
mexA::pyrGAf
promotor MexA-gsp1 y MexA-gsp2 
MAD1425 terminador MexA-gsp3 y MexA-gsp4 
pyrGAf MexA-gsp2* y MexA-gsp3* 
mexA::riboBAf
promotor MexA-gsp1  y MexA-gsp2 
MAD1427 terminador MexA-gsp3  y MexA-gsp4 
riboBAf MexA-gsp2* y MexA-gsp3*  
3.2 Generación de construcciones para la obtención de mutantes 
que expresan proteínas fusionadas a las proteínas fluorescentes 
GFP, mRFP o mCherry 
De forma similar a los casetes de reemplazamiento para generar los alelos nulos, se 
obtuvieron los casetes de reemplazamiento para dar lugar a cepas que expresan quimeras 
fluorescentes. En común con el proceso anterior (apartado 3.1) se amplificó el fragmento 
correspondiente a la región del terminador (3´UTR) utilizando los oligonucleótidos 
específicos X-gsp3 y X-gsp4. Adicionalmente se amplificó un fragmento de la región 
codificante del gen correspondiente a la región más carboxilo terminal de la proteína a 
etiquetar. Este fragmento de DNA codificante consta de unas 1500pb corriente arriba del 
codón stop y se amplificó utilizando los oligonucleótidos X-gsp5 y X-gsp6, y DNAg de 
la cepa silvestre (MAD1425) como molde. Para la construcción de cada casete se 
fusionan los anteriores fragmentos al que codifica para la proteína fluorescente, GFP, 
mRFP o mCherry, y que a su vez porta el locus pyrGAf o pyroAAf. Es preciso mencionar 
que el codón stop fue eliminado de las regiones codificantes amplificadas y se mantuvo 
la fase de lectura para su fusión con el fragmento que expresa la proteína fluorescente 
correspondiente. Para generar el casete completo se utilizó el mismo protocolo que en la 
sección 3.1, utilizando los oligonucleótidos X-gsp6* y X-gsp3* situados en los extremos 
de la construcción y la mezcla de los tres fragmentos anteriormente mencionados como 
molde. En la Figura M3 se muestra de manera resumida el proceso seguido para generar 
los diferentes casetes etiquetados de reemplazamiento. 
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Casetes Fragmentos Oligonucleótidos Cepas 
kapA::gfp kapA::gfp::pyrGAf
gen imp-1 y imp-2   
MAD1425 terminador imp-3 y imp-4   
gfp::pyrGAf imp-GFP1 y imp-GFP2 
kapB::gfp
kapB::gfp::pyrGAf
gen Bgsp1 y Bgsp2 
MAD1425 terminador Bgsp3 y Bgsp4 
gfp::pyrGAf BGFP3 y BGFP2 
kapB::gfp::pyroAAf
gen Bgsp1 y Bgsp2 
MAD2484 terminador Bgsp3 y Bgsp4 
gfp::pyroAAf BGFP3 y BGFP2 

kapC::gfp kapC::gfp::pyrGAf
gen KapC-gsp5  y KapC-gsp6 
MAD1425 terminador KapC-gsp3  y KapC-gsp4 
gfp::pyrGAf KapC-gsp6* y KapC-gsp3* 
Figura M3. Estrategia de PCR de fusión para generar “casetes etiquetados”. Los tres fragmentos 
necesarios fueron amplificados mediante PCR. Los correspondientes a las regiones codificantes 
(3ORF, en morado; 3UTR en rosa fucsia) se amplificaron utilizando las parejas de oligonucleótidos
específicos X-gsp5/X-gsp6 y X-gsp3/X-gsp4, respectivamente. El fragmento central (azul), 
gfp::pyrGAf, mRFP::pyrGAf o mCh::pyroAAf, fue amplificado con la pareja de oligonucleótidos X-
gsp6*/X-gsp3*, los cuales portan una región complementaria a los fragmentos 3ORF y 3UTR con 
los que se fusionaron. Se ejemplifica el caso de fusión génica con el gen codificante para la proteína 
GFP. En todos los casos se añade una secuencia que codifica para una región flexible con una 
repetición quíntuple de los aminoácidos Gly-Ala (GAx5). En la segunda etapa los tres fragmentos 
fueron fusionados mediante PCR utilizando los oligonucleótidos X-gsp5 y X-gsp4. Un doble suceso 
de recombinación homóloga en el locus diana permite generar una quimera que expresa la 
correspondiente proteína de interés y en su extremo carboxilo la proteína fluorescente.
Tabla M4. Los diferentes fragmentos generados, oligonucleótidos utilizados, construcciones creadas y 
cepas transformadas se describen en la siguiente tabla.




gen KapD-gsp5  y KapD-gsp6 
MAD1425 terminador KapD-gsp3  y KapD-gsp4 
gfp::pyrGAf KapD-gsp6* y KapD-gsp3* 

kapE::gfp kapE::gfp::pyrGAf
gen KapE-gsp5 y KapE-gsp6 
MAD1425 terminador KapE-gsp3 y KapE-gsp4 
gfp::pyrGAf KapE-gsp6* y KapE-gsp3* 
kapF::gfp kapF::gfp::pyrGAf
gen KapF-gsp5 y KapF-gsp6 
MAD1425 terminador KapF-gsp3 y KapF-gsp4 
gfp::pyrGAf KapF-gsp6* y KapF-gsp3* 
kapG::gfp kapG::gfp::pyrGAf
gen KapG-gsp5 y KapG-gsp6 
MAD1425 terminador KapG-gsp3 y KapG-gsp4 
gfp::pyrGAf KapG-gsp6* y KapG-gsp3* 
kapH::gfp
kapH::gfp::pyrGAf
gen KapH-gsp5 y KapH-gsp6 
MAD1425 terminador KapH-gsp3 y KapH-gsp4 
gfp::pyrGAf KapH-gsp6* y KapH-gsp3* 
kapH::gfp::pyroAAf
gen KapH-gsp5 y KapH-gsp6 
MAD2484 terminador KapH-gsp3 y KapH-gsp4 
gfp::pyroAAf KapH-gsp6* y KapH-gsp3* 
kapI::gfp kapI::gfp::pyrGAf
gen KapI-gsp5 y KapI-gsp6 MAD1425 
MAD2446 terminador KapI-gsp3 y KapI-gsp4 gfp::pyrGAf KapI-gsp6* y KapI-gsp3* 
kapI::RFP kapI::mRFP::pyrGAf
gen KapI-gsp5 y KapI-gsp6 
MAD3563 
MAD3593 terminador KapI-gsp3 y KapI-gsp4 
mRFP::pyrGAf KapI-gsp6* y KapI-gsp3* 
kapJ::gfp kapJ::gfp::pyrGAf 
gen KapJ-gsp5 y KapJ-gsp6 
MAD1425 terminador KapJ-gsp3 y KapJ-gsp4 
gfp::pyrGAf KapJ-gsp6* y KapJ-gsp3* 
gfp::kapJ gfp::kapJ
promotor KapJ-gsp1 y KapJ-gsp2 
MAD2326 gfp gspJ-A y gspJ-B gen gspJ-C y gspJ-Dnuevo 
terminador KapJ-gsp3 y KapJ-gsp4 
kapK::gfp
kapK::gfp::pyrGAf
gen kapK-l y kapK-b 
MAD1425 terminador kapK-c y kapK-d 
gfp::pyrGAf GFP-kapK1 y GFP-kapK2 
kapK::gfp::pyroAAf
gen kapK-l y kapK-b 
MAD2484 terminador kapK-c y kapK-d 
gfp::pyroAAf GFP-kapK1 y GFP-kapK2 
kapL::gfp kapL::gfp::pyrGAf
gen KapL-gsp5 y KapL-gsp6 MAD1425 
MAD2446 terminador KapL-gsp3 y KapL-gsp4 gfp::pyrGAf KapL-gsp6* y KapL-gsp3* 
kapM::gfp kapM::gfp::pyrGAf
gen KapM-gsp5 y KapM-gsp6 
MAD1425 terminador KapM-gsp3 y KapM-gsp4 
gfp::pyrGAf KapM-gsp6*y KapM-gsp3* 
kapN::gfp kapN::gfp::pyrGAf
gen KapN-gsp5 y KapN-gsp6 
MAD1425 terminador KapN-gsp3 y KapN-gsp4 
gfp::pyrGAf KapN-gsp6* y KapN-gsp3* 
ntfA::gfp ntfA::gfp::pyrGAf
gen NtfA-gsp5 y NtfA-gsp6 
MAD1425 terminador NtfA-gsp3 y NtfA-gsp4 
gfp::pyrGAf NtfA-gsp6* y NtfA-gsp3* 
nxtA::gfp nxtA::gfp::pyrGAf
gen NxtA-gsp5 y NxtA-gsp6 MAD1425 
MAD1427 
MAD3211 
terminador NxtA-gsp3 y NxtA-gsp4 
gfp::pyrGAf NxtA-gsp6* y NxtA-gsp3* 
mexA::gfp mexA::gfp::pyrGAf
gen MexA-gsp5 y MexA-gsp6 
MAD1425 terminador MexA-gsp3 y MexA-gsp4 
gfp::pyrGAf MexA-gsp6* y MexA-gsp3* 
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hhoA::mCh hhoA::mCH ::pyroAAf





terminador HA1-gsp3 y HA1-gsp4 
mCh::pyroAAf HA1-gsp6* y HA1-gsp3* 
hhoA:gfp hhoA::gfp ::pyrGAf
gen HA1-gsp5 y HA1-gsp6 
MAD3593 terminador HA1-gsp3 y HA1-gsp4 
gfp::pyrGAf HA1-gsp6* y HA1-gsp3* 
anFib::mCh anFib::mCH ::pyroAAf







terminador fib-gsp3 y fib-gsp4 
mCh::pyroAAf fib-gsp6*y fib-gsp3* 
anFib::RFP anFib::RFP ::pyrGAf
gen fib-gsp5 y fib-gsp6 
MAD3593 terminador fib-gsp3 y fib-gsp4 
mRFP::pyrGAf fib-gsp6*y fib-gsp3* 
3.3 Generación de la cepa GFP::KapJ 
Debido a que la generación de la cepa que expresa GFP::KapJ requiere un proceso 
distinto al descrito previamente, éste será explicado detalladamente en este apartado. El 
casete de reemplazamiento fue generado mediante PCR. Este casete carece del 
marcador de selección y los cuatro fragmentos que lo constituyen corresponden a:  
1) la región del promotor (5´UTR) obtenido con los oligonucleótidos J-gsp1 y J-
gsp2. 
2) la región del terminador (3´UTR) utilizando los oligonucleótidos J-gsp3 y J-
gsp4. 
3) la región completa de la secuencia codificante del gen, sin el codón 
correspondiente a la metionina inicial pero manteniendo el codón stop, 
obtenida utilizando los oligonucleótidos J-gspC y J-gspD y a partir de DNAg 
como molde.  
4) el fragmento que codifica para la proteína fluorescente GFP, sin el codón stop, 
se amplificó con los oligonucleótidos específicos J-gspA y J-gspB utilizando 
como molde el plásmido p1439.  
De forma similar a las estrategias anteriores de PCR de fusión, los fragmentos 
poseen extremos que solapan y permiten así su unión mediante el protocolo de PCR de 
fusión utilizando los oligonucleótidos que anillan en los extremos J-gsp1 y J-gsp4. En 
este caso el orden de unión de los fragmentos es 5UTR/gfp/kapJ/3UTR. 
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Para lograr la correcta integración del casete generado se transformaron 
protoplastos de la cepa MAD2326 (kapJ::pyrGAf) y en el medio de regeneración se 
añadió 2mg/ml de ácido 5-fluo-orótico (5-FOA). La integración del casete en el locus 
nulo kapJ elimina el marcador de selección de transformación previamente introducido, 
el gen pyrGAf. El compuesto 5-FOA permite el crecimiento de los transformantes 
recombinantes ahora pyrG-, auxótrofos para pirimidinas, mientras que inhibe el 
crecimiento de los protoplastos que porten núcleos no recombinantes y por lo tanto 
protótrofos para la ruta de biosíntesis de pirimidinas. Tras incubar los transformantes en 
el medio de regeneración selectivo durante 24h a 37ºC se añadió una capa de MMA 
suplementado con los requerimientos necesarios y con 2mg/ml de 5-FOA. Las 
conidiosporas de las colonias que crecieron a través de esta capa de medio de cultivo 
selectivo se inocularon sobre MMA sólido conteniendo todos los suplementos 
necesarios para permitir el crecimiento de las conidiosporas recombinantes pyrG-. Tras 
seleccionar aquellos transformantes homocarióticos que mostraban un fenotipo pyrG89,
se verificó la correcta integración del casete de reemplazamiento mediante Southern 
Blot (ver apartado 6.1) . 
Figura M4. Estrategia de PCR de fusión para generar GFP::KapJKap123. El promotor (5UTR, 
amarillo), el terminador (3UTR, rosa fucsia) y la región codificante de kapL (kapL, morado) se 
amplificaron con las parejas de oligonucleótidos J-gsp1/J-gsp2 (1,2), J-gsp3/J-gsp4 (3,4) y J-gspC/J-
gspD (C y D), respectivamente. J-gspD porta una región complementaria a los fragmento del 
terminador. El fragmento codificante para la proteína GFP (gfp, verde) se amplificó con la pareja de 
oligonucleótidos J-gspA/J-gspB (A y B). Ambos portan una región complementaria a los fragmentos 
con los que se fusionó, 5UTR y kapL-ORF. En la segunda etapa los fragmentos fueron fusionados 
mediante PCR utilizando los oligonucleótidos J-gsp1 y J-gsp4. De forma similar a las otras 
construcciones, un doble evento de recombinación homóloga permitió la substitución del locus nulo 
por el que expresa la quimera GFP::KapL.
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4. Técnicas específicas utilizadas en Aspergillus nidulans
4.1 Identificación de alelos nulos letales; ”Heterokaryon Rescue” 
Las cepas que crecen en un medio de regeneración selectivo tras el proceso de 
transformación son heterocarióticas, dado que coexisten núcleos parentales y 
recombinantes. La presencia de núcleos transformados con el marcador pyrGAf permite 
a una cepa mutante pyrG89 la biosíntesis de pirimidinas (ej. uracilo y uridina), siendo 
por lo tanto protótrofa. Mediante la técnica de Heterokaryon rescue los transformantes 
portadores de alelos nulos letales pudieron ser obtenidos y mantenidos gracias a la 
coexistencia de núcleos transformados y no transformados. El mantenimiento del 
heterocarionte se realiza utilizando fragmentos de micelio para inocular los diferentes 
medios de cultivo, dado que los conidios son uninucleados y dar lugar a la separación 
de ambos tipos de núcleos. Precisamente es esta característica biológica de Aspergillus
la que se explota para la obtención de cepas homocarióticas a partir del heteocarionte y 
así analizar y clasificar la función de los alelos nulos generados. Los homocariontes que 
portan núcleos recombinantes portadores del gen pyrGAf se seleccionan germinando 
conidiosporas en medio carente de uracilo y/o uridina. El fenotipo de letalidad de los 
alelos nulos generados en genes esenciales se demostró porque no se pudo obtener 
colonias homocariontes. Este sistema permite, sin embargo, observar el efecto de la 
Figura M5. ¨Heterokaryon Rescue¨ Esquema representativo del proceso de mantenimiento y de la 
demostración del fenotipo esencial causado por un alelo nulo en un gen vital, utilizando la capacidad 
del hongo de mantener células heterocarióticas. Ver texto para un mayor detalle.
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mutación sobre la germinación del conidio y durante los primeros estadíos de 
crecimiento hifal y determinar así su efecto sobre diferentes aspectos de la biología 
celular del hongo. 
4.2 Transformación de A. nidulans
La transformación de A. nidulans se realizó siguiendo el protocolo descrito en 
(Tilburn et al., 1983). De forma general el protocolo se describe a continuación. Se 
inocularon 2x106 conidiosporas en 400ml de medio mínimo líquido de Aspergillus 
conteniendo las fuentes de carbono y nitrógeno estándares y los suplementos necesarios 
para su correcto crecimiento. El micelio del hongo se creció durante 14h a 30ºC en 
agitación y se recolectó por filtración. Tras resuspender 1g del micelio húmedo en 20ml 
de Solución 2 (1,2M MgSO4, 10mM NaH2PO4, pH 5,8) se digirió con 200mg de 
Vinoflow® (Novozymes), enzima lítica de la pared celular, siendo incubada la mezcla a 
30ºC durante un periodo de 1h a 2h con agitación suave. La formación de protoplastos 
se comprobó mediante la observación de una muestra de la mezcla de digestión 
utilizando un microscopio con óptica de contraste de fase. 
La suspensión de protoplastos se dividió en partes iguales en dos tubos de 50ml 
(10ml/tubo) y a cada uno se le añadió igual volumen de Solución 5 (0,6 M D-Sorbitol, 
0,1 M Tris-HCl pH 7,5) con mucha precaución, sin que las dos fases se mezclasen. Tras 
centrifugar la solución bifásica en la centrífuga Eppendorf 5810-R utilizando el rotor 
basculante A-4-44, enfriado a 4ºC durante 10min a 4400 rpm. el concentrado de 
protoplastos generado entre las dos fases fue recogido con una pipeta Pasteur estéril y 
diluido añadiendo 2 volúmenes de Solución 6 (1M D-Sorbitol, 10mM Tris-HCl pH 7,5). 
La suspensión de protoplastos se centrifugó de nuevo a 2800 rpm. a 4Cº durante 10min 
en la centrífuga Eppendorf 5810-R, los protoplastos sedimentados se resuspendieron en 
1ml de Solución 6 para limpiarlos de impurezas. Los protoplastos fueron concentrados 
mediante centrifugación y resuspensión en Solución 7 (200 ml/DNA) (1M D-Sorbitol, 
10mM Tris-HCl pH 7,5, 10mM CaCl2). 
El proceso de transformación comienza mezclando una suspensión de protoplastos 
en solución 7 con el DNA (vector o casete de transformación, generalmente 1-3g de 
DNA) y 50l de Solución 8 (PEG 6000 60% (p/v), 10mM Tris-HCl pH 7,5, 10mM 
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CaCl2). Tras incubar la suspensión en hielo durante 20min se añadió 1ml de Solución 8 
y se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos. Finalmente se añadieron 5ml de 
Solución 7 y 15ml de medio de regeneración top Agar fundido. La mezcla se repartió 
sobre la superficie de placas de Petri que contenían medio mínimo de regeneración con 
los requerimientos necesarios. Las colonias generadas a partir de los protoplastos 
transformados se observaron tras 4 días de incubación a 37Cº. Los transformantes 
fueron purificados mediante la siembra de conidiosporas (ver también la siguiente 
sección) y analizados por la técnica de Southern-Blot, siguiendo el protocolo descrito en 
(Sambrook et al., 1989) 
4.3 Fraccionamiento celular 
Este protocolo se basa en el protocolo desarrollado con S. cerevisiae adaptado para 
su uso en A. nidulans como se describe en (Rodríguez-Galán et al., 2009). En el caso de 
A. nidulans se parte de una muestra de protoplastos de la cepa de interés, por lo tanto en 
este proceso la extracción y lavado de protoplastos es común con el protocolo de 
transformación del hongo (ver apartado 5.1). A una suspensión conteniendo 108
protoplastos/ml se añadió 1ml de tampón de lisis de protoplastos (200mM sorbitol, 
50mM Acetato sódico, 20mM Hepes pH 7.2, 2mM EDTA) y se procedió a su lisado 
mecánico utilizando un Dounce y aplicando 20 pasos enérgicos del émbolo. Del 
lisado obtenido se separaron 50µl que fueron mezclados con 80µl de tampón de carga 
de geles de SDS, denominándose a esta mezcla como extracto total. El resto del lisado 
se centrifugó a 300g durante 5 minutos a 4ºC utilizando una centrífuga de mesa 
refrigerada. El sedimento, correspondiente a las membranas y a los grandes agregados 
celulares, se resuspendió en 100µl de tampón de carga de geles de SDS y a esta fracción 
se le denominó P0,3k. El sobrenadante se centrifugó nuevamente a 13.000g durante 15 
minutos a 4ºC. Al sedimento obtenido se añadieron 400µl de tampón de lisis y se 
precipitaron las proteínas utilizando TCA (ver protocolo descrito en el apartado 3.4.1). 
A esta fracción se le denomino P13K y debe contener proteínas de membranas y de los 
distintos orgánulos. 
El sobrenadante se centrifugó a 100.000g durante 1 hora y 5 minutos a 4ºC 
empleando una ultracentrífuga Beckman TL100 y un rotor de ángulo fijo modelo TLA-
100.2. Las proteínas del sobrenadante obtenido se precipitaron de forma similar a lo 
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indicado anteriormente utilizando TCA. La fracción se denominó SB100k y 
corresponde a las proteínas solubles citoplásmicas. El sedimento obtenido se 
resuspendió en 400µl de tampón de lisis y las proteínas se precipitaron con TCA. En 
esta fracción, denominada P100K, se encuentran las proteínas correspondientes a 
vesículas de transporte y restos de membranas endosomales y del complejo de Golgi. La 
presencia de las proteínas de interés en cada una de las diferentes fracciones se 
caracterizó mediante la técnica de Western-blot (ver apartado 3.4.2). 
5. Técnicas de biología molecular, bioquímica y proteómica
5.1 Aislamiento de DNA genómico de Aspergillus
Para proceder a la extracción de DNAg se recolectó 300mg micelio mediante 
filtración del cultivo a través de Miracloth (muselina con un poro de 22-25m 
Calbiochem 475855), fue congelado en nieve carbónica y posteriormente liofilizado 
durante 10h en un liofilizador Cryodos (Telstar). La masa de micelio se trituró 
utilizando un molino FP120 Fast Prep Cell Disruptor de BIO101/Savant a potencia 4 
durante 20 segundos y utilizando una bola de cerámica de 0,55cm procedente del kit 
FastDNA Kit de BIO101 (Q-Biogen). El micelio pulverizado se resuspendió en 1ml de 
tampón de solución de lisis: (25mM Tris-HCl pH 8,0, 0,25M sacarosa y 20mM EDTA). 
Figura M6. Representación del proceso del fraccionamiento celular. Las fracciones celulares indicadas 
















Restos del Complejo Golgi
Proteínas citoplásmicas solubles
Proteínas solubles de orgánulos dañados
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Una vez homogeneizada la suspensión se añadió 100l de SDS al 10% y se incubó 
durante 15 minutos a 65ºC.
Al extracto fúngico se añadió 1ml de la mezcla fenol/cloroformo/alcohol 
isoamílico (49:49:2) y se agitando dicha mezcla vigorosamente para así eliminar 
proteínas y otros compuestos orgánicos. Las fases acuosa y orgánica fueron separadas 
centrifugando cada muestra durante 5 minutos a 13.000 rpm. La fase acuosa fue 
recogida y sometida nuevamente al mismo proceso de limpiado.  
El DNAg se precipitó añadiendo 1/10 del volumen de acetato sódico 3M, pH 6,0 y 
0.6 volúmenes de isopropanol. A continuación se centrifugó a temperatura ambiente 
durante 5 minutos a 13.000 rpm. para sedimentar el DNAg precipitado y se lavó con 
1ml de etanol al 80%. Tras una nueva centrifugación en las mismas condiciones, se 
eliminó el sobrenadante, se secó el sedimento y se resuspendió en 300-500l de agua 
milli-Q autoclavada. Para eliminar la posible contaminación de RNA se digirió cada 
muestra con 5mg/ml de RNAsa-A (Roche) incubando la reacción a 37ºC durante 60 
minutos. El DNAg se precipitó nuevamente utilizando acetato sódico e isopropanol y se 
sedimentó mediante centrifugación como se indica anteriormente. El DNAg 
sedimentado se lavó nuevamente con 0,5ml de una solución de etanol al 80%, como se 
indica anteriormente y una vez seco el sedimento el DNAg se resuspendió en 100-200l 
de agua milli-Q almacenándose a -20ºC hasta su utilización. 
5.2 Análisis de DNA por la técnica de ¨Southern Blot¨ 
El protocolo seguido de análisis Southern-blot fue el descrito en (Sambrook et 
al., 1989). Los DNAg aislados (siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.2) 
fueron digeridos con una enzima de restricción que permitiría establecer un patrón 
diferencial de bandas para distinguir la alteración en el locus de interés. Tras separar los 
diferentes productos de la digestión del genoma en un gel de 0,8% de agarosa /TAE, se 
rompió el DNA mediante tratamiento de 15 minutos con luz UV, 260nm. El DNAg 
digerido se desnaturalizó sumergiendo el gel en solución desnaturalizante (1,5M NaCl, 
0,5M NaOH) durante 45min y posteriormente se neutralizó el pH del gel utilizando la 
solución neutralizante (0,5M TrisHCl pH 7,5, 3M NaCl). Tras esta segunda incubación 
se lavó el gel con solución 2xSSC y se preparó la transferencia de los fragmentos de 
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DNA a una membrana de nylon (Nytran SPC, Whatman) utilizando el protocolo 
estandarizado de transferencia por capilaridad (Sambrook et al., 1989).El DNA 
fragmentado se fijó a la membrana exponiendo ésta durante 5 minutos a luz UV, 
utilizando para ello un transiluminador (Biorad GelDoc System). La membrana fue 
incubada en solución de hibridación de Church (para 200ml: 2g BSA, 400l EDTA, 
70ml SDS 20%, 30ml H2O, 60ml Na2HPO4, 40ml NaH2PO4, ajustar a pH 7)(Church and 
Gilbert, 1984) durante 2 horas, antes de proceder a la hibridación con una sonda 
específica de DNA marcada radiactivamente con -P32-dCTP (Perkin Elmer). El 
marcaje se realizó utilizando el kit Rediprime II Random Prime Labelling System 
(Amershan Biociences) y siguiendo las instrucciones del fabricante.  
La membrana se incubó con la sonda radioactiva durante aproximadamente 16 
horas a 65ºC. Para lavar el exceso de sonda radioactiva tras la hibridación se realizaron 
diferentes lavados, en primer lugar dos lavados con 50ml cada uno utilizando una 
solución 2xSSC/0.1% SDS a temperatura ambiente y posteriormente dos lavados con 
60ml de una solución 0.2xSSC/0.1% SDS. En la segunda tanda de lavados, tras cada 
uno de ellos, se monitorizó la radioactividad remanente en el filtro con un Geiger. Para 
detectar la banda(s) de hibridación en el filtro se utilizó una película sensible a 
radioactividad X-OMAT (Kodak) y para incrementar la señal se utilizó una pantalla 
intensificadora (Dupont). Alternativamente se utilizó una pantalla BAS-MS (FujiFilm) 
para detectar la señal emitida por la radiactividad utilizando un Phosphorimager 
Fujifilm FLA-3000. Las imágenes se procesaron y analizaron con el programa 
informático Multi Gauge V3.0 (Fujifilm). 
5.3 Extracción de proteínas de Aspergillus
Los extractos proteicos totales de las distintas cepas de A. nidulans se obtuvieron a 
partir de 200-250mg de micelio húmedo recolectado y tratado como se describe en la 
sección anterior (5.4) salvo que se trituró solamente durante 10 segundos. El micelio 
pulverizado se resuspendió en 1ml de tampón de extracción de proteínas TEP-NP-40 
(1mM EDTA, 20mM KCl, 0,1% NP-40. 0,5mM DTT, 1 pastilla de inhibidores de 
proteasas de Roche por 50ml de tampón) y se incubó durante 1,5h a 4ºC mezclándose 
continuamente por inversión del tubo utilizando una rueda giratoria. Tras centrifugar las 
MATERIALES Y MÉTODOS 
60 
muestras durante 30 minutos a 14.000g y 4ºC, se recogió el sobrenadante y se midió la 
concentración de proteína mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) 
Para analizar las muestras mediante Western-blot, se precipitaron 50g de extracto 
de proteínas de cada extracto proteico utilizando TCA 10% (v/v) e incubando la mezcla 
en hielo durante 5 minutos. Las proteínas se sedimentaron centrifugando 5min a 14.000 
rpm y 4ºC y se lavaron con mezclas de Etanol/Eter 1:1 y 1:3, respectivamente. 
Finalmente cada sedimento de proteínas se secó por evaporación el remanente de 
solución de lavado y se resuspendió en 20l de Tampón de Ruptura PAGE (62,5mM 
Tris-HCl pH 6,8; 2% (p/v) SDS; 5% (v/v) -mercaptoetanol; 6M urea; 0,05% (p/v) azul 
de bromofenol). Los extractos proteicos desnaturalizados se calentaron a 95ºC durante 5 
minutos, como paso previo a su carga y análisis por PAGE. 
5.4 Ensayos de inmunodetección de proteínas; ¨ Western Blot¨ 
Los Western-blots se realizaron siguiendo el protocolo específico del laboratorio 
descrito en (Orejas et al., 1995). Las muestra de proteínas precipitadas, resuspendidas 
en 20l de tampón de ruptura y desnaturalizadas a 95ºC se separaron por electroforesis 
en geles desnaturalizantes de 8% SDS-poliacrilamida (sistema MiniProtean 3 de 
BioRad) (Laemmli, 1970). Las proteínas etiquetadas se detectaron, según cada antígeno 
o epítopo, con los anticuerpos primarios detalladas en la tabla 5. En todos los casos el 
anticuerpo secundario estaba conjugado a la peroxidasa de rábano. La actividad 
peroxidasa se detectó utilizando el sistema de quimioluminiscencia ECL (Amersham). 
Las imágenes de la detección fluorescente se obtuvieron mediante un Analizador de 
Imágenes de Quimioluminiscencia, 06-LAS3000Q (TDT) y se analizaron con el 
programa Multi Gauge V3.0 de Fujifilm. 
Anticuerpos Dilución Fuente Referencia 
primario 
-GFP 1:5000 ratón Roche 
-actina 1:50000 ratón ICN Biomedicals Inc 
-HA 1:1000 ratón Roche 




-ratón IgG 1:4000 cabra Jackson 
Inmunoresearch Inc 
-conejo IgG 1:3000 asno Amershan Biociences 
Tabla M5. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en esta tesis doctoral. En la tabla se indica 
tanto la dilución del anticuerpo como la fuente y la referencia del mismo.
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6. Microscopía de fluorescencia
Para la observación de la localización de las proteínas y la morfología de las cepas 
de alelos nulos con fenotipo letal se utilizó un microscopio vertical de epifluorescencia 
Nikon Eclipse 80i. Se utilizó el objetivo de 60 aumentos Plan Apo 1.4N.A (Nikon), una 
lámpara de mercurio de 100W y filtros GFP-3035 (Semrock Brigthline), TXRED-
4040B (Semrock Brigthline) y UV-2 (360-460nm) para la detección de la fluorescencia 
emitida por GFP, mRFP, mCherry y DAPI respectivamente. Para la observación in vivo
se utilizó un microscopio invertido Leica DMI6000B (Deefield, IL) equipado con un 
incubador Tempcontrol 37-2 digital, (PeCon), un filtro TX2 (Leica) para la detección de 
mCherryFP o mRPF y un filtro GFP-3035B (Semrock Brigthline) para la detección de 
la fluorescencia emitida por GFP, una lámpara externa EL6000 para la excitación de 
epifluorescencia y un objetivo HCX 63x 1.4N.A. Las imágenes se obtuvieron con una 
cámara digital ORCA-ER II (Hamamatsu Photonics, Bridgewater, NJ) y el programa de 
obtención y tratamiento de imagen fue el Metamorph (Universal Image). Los 
kimogramas, ajustes de contraste, fusiones de color y máximas proyecciones de los z-
stacks fueron hechos con Metamorph (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Las 
deconvoluciones fueron realizados con el software AutoDeblur (Media Cybernetics, 
Bethesda, MD). Las secuencias de imágenes adquiridas en el tiempo se convirtieron al 
formato QuickTime utilizando el software ImageJ 1.37 (http://rsb.info.nih.gov/ij/).  
Para la observación de la posición de los núcleos de las cepas de alelos nulos con 
fenotipo letal se utilizó la tinción de DAPI. Las muestras se incubaron durante 10min 
con una solución de 0.07g/ml del colorante DAPI en glicerol al 50%. La posición de 
los núcleos del resto de cepas se visualizó mediante la Histona H1 (HhoA) etiquetada 
con mCherry. Como marcador nucleolar se utilizó a la rRNA 2_-O-methyltransferasa 
(An-Fib) (AN0745.3), homólogo de Nop1p de S. cerevisiae y de la Fibrilarina de 
vertebrados (Ukil et al., 2009). Nud1 etiquetado con mCherry fue utilizado como 
marcador de la posición del SPB (Xiong and Oakley, 2009). 
Para cada observación del hongo se inocularon las conidiosporas resuspendidas en 
10l de solución de Tween 80 (diluido 10.000 veces) sobre cubre-objetos de vidrio 
redondo de 14mm de diámetro sumergidos en 2ml de MMA-P con glucosa 1% (p/v), 
NaH2PO4 25mM, tartrato de amonio 5mM y los suplementos para cada cepa. Los cubre-
objetos se colocaron en placas de 12 pocillos y se incubaron a temperatura ambiente 
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durante 16-18h. Para la observación en el microscopio invertido se inoculó la solución 
de conidiosporas en placas redondas de 22mm (Willco-Dish) con fondo de cristal. Las 
diferentes mitosis se siguieron capturando series de imágenes cada 15, 20, 30 o 60 
segundos. Los detalles de cada toma de imagen o película se detallan en el pie de la 
figura en la que se presenta el resultado o en el texto de la sección correspondiente. 
7. Herramientas bioinformáticas
Para la búsqueda de secuencias tanto genómicas como proteicas se usaron las 
bases de datos de A. nidulans, Neurospora crassa Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, y Homo sapiens, utilizando la base de datos unificada 
asequible a través de NCBI. Las búsquedas en las bases de datos se realizaron con el 
algoritmo BLAST (blastp, tblastn) en AspGD (http://www.aspergillusgenome.org/) y 
Broad Institute (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/aspergillus_group/. 
Los análisis de secuencias se realizaron mediante software de libre acceso. Los 
alineamientos múltiples fueron realizados con el programa ClustalX (Thompson et al., 
1997) y Genedoc (www.psc.edu/biomed/genedoc). Los árboles filogenéticos fueron 
construidos con el programa Mega 4 versión 4.0, con el método neighbour-joining, y 
un bootstrap de 50,000 réplicas (Tamura et al., 2007). El programa Vector NTI 
(Invitrogen) fue utilizado para la representación de las construcciones y la localización 
de las enzimas de restricción utilizadas. 
8. “KITS” de biología molecular y componentes comerciales 
utilizados
8.1 “Kits” de Biología molecular y Bioquímica 
 QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen): se utilizó en los ensayos de 
purificación de productos de PCR. 
 QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen): se utilizó para la purificación de 
fragmentos de DNA procedentes de electroforesis en geles de agarosa. 
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 RediprimeTM II Random Prime Labelling System (Amersham Biosciences): se 
utilizó para el marcaje de sondas radiactivas para ensayos de Southern-Blot. Los 
fragmentos de DNA fueron marcados con -[32P]dCTP. 
 pGEM T-Easy Vector System (Promega): Se utilizó para la clonación rápida de 
productos de PCR en el vector T-Easy. 
 ProbeQuantTM G-50 Micro Columns (Amersham Biosciences): se utilizó para la 
purificación de las sondas marcadas radiactivamente. 
 ECLTM Western Blotting Detection Reagents (Amersham Biosciences): se utilizó 
para la detección del anticuerpo conjugado a la peroxidasa de rábano en el ensayo 
de Western Blot. 
8.2 Productos radioactivos 
En las hibridaciones DNA-DNA, ensayos de Southern-blot, se empleó [-32P]-
dCTP con una actividad específica de 3000Ci/mol (Amersham Biosciences Redivue 
Deoxycitidine 5´-triphosphate, [32P]).  
8.3 Reactivos y Enzimas de biología molecular 
Los reactivos químicos utilizados y los suplementos de los medios de cultivo 
fueron de calidad analítica, generalmente de las marcas Sigma, Fluka y Merck. Las 






1. Identificación de los homólogos de los transportadores 
nucleares
La existencia de compartimentos dentro de la célula requiere de mecanismos de 
transporte entre los diferentes ambientes celulares. En los eucariotas la 
compartimentalización del material genético en un núcleo también precisa de sistemas 
de transporte específicos que comuniquen el citoplasma con el nucleoplasma. El 
constante incremento del número de genomas secuenciados permite determinar la 
identidad y distribución filogenética de los elementos que conforman las rutas de 
transporte generales y especificas. En esta parte del trabajo determinamos el número y 
la naturaleza de los componentes de los sistemas de transporte entre el núcleo y el 
citoplasma en nuestro hongo modelo, Aspergillus nidulans. 
1.1 Búsqueda in silico de los transportadores nucleares  
En primer lugar se procedió a determinar y clasificar los diferentes transportadores 
nucleares codificados en el genoma de A. nidulans. La búsqueda de los genes que 
codifican para estos transportadores nucleares se realizó utilizando las secuencias de 
aminoácidos de los transportadores previamente identificados en dos organismos 
modelos por excelencia: el hongo, también ascomiceto, Saccharomyces cerevisiae y el 
mamífero Homo sapiens.  
Con las diferentes secuencias aminoacídicas de los transportadores de S. 
cerevisiae y H. sapiens, cuyos códigos de identificación en la base de datos de 
Genebank se detallan en la Tabla R1, se realizaron dos tipos de búsquedas en la cuarta 
versión de la base de datos del genoma de A. nidulans: 
http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/aspergillus_group/MultiHome.html). 
Las búsquedas de similitud de secuencias utilizando los algoritmos Blastp y 
tBlastn, realizadas en las bases de datos de proteínas y de DNA genómico 
respectivamente, permitieron identificar a 17 genes que codificarían para los diferentes 
transportadores nucleares en A. nidulans (ver Tabla R1 y (Espeso and Osmani, 2008)). 
A continuación se realizaron búsquedas en sentido inverso, utilizando como semilla en 
el buscador Blastp las predicciones de las secuencias proteicas deducidas a partir de los 
genes candidatos en Aspergillus y así determinar cuál era el transportador más parecido 
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en los dos organismos modelos elegidos. En rasgos generales y sin entrar en detalles 
para cada caso, cada búsqueda tipo Blastp proporcionó preferentemente un candidato 
que evidenciaba un alto valor de similitud. En algunos casos la búsqueda mostró una 
posible alternativa u otra proteína de la base de datos con cierta similitud, la cual 
posteriormente se confirmó como candidata para otro transportador. Las búsquedas a la 
inversa devolvieron en todos los casos las mismas secuencias de proteína, tanto de S. 
cerevisiae como de H. sapiens, utilizadas en la primera búsqueda, lo que aseguraba la 
predicción realizada. 
En la Tabla R1 se listan los transportadores nucleares identificados y los valores 
encontrados de la similitud de secuencias, (E-value), determinados por el algoritmo 
Blastp en cada comparativa. Distinguimos dos subfamilias dentro de los transportadores 
que encontramos. Así, tres transportadores nucleares MexA, NxtA y NtfA pertenecen a 
la familia denominada Ntf2, dado que contienen un dominio característico PF02136. 
Los restantes catorce transportadores pertenecen a la superfamilia de las importinas tipo 
β1. A estos genes y sus proteínas se les denominó con los nombres genéricos aceptados 
en S. cerevisiae y como adaptación a la nomenclatura en A. nidulans se les añadió una 
letra para indicar el locus. Las proteínas de la familia importina tipo 1 también se las 
denomina carioferinas (ver Introducción, sección 2.3), por ello se les adjudicó el 
acrónimo Kap (carioferinas) y el nombre del locus, que recorre el alfabeto desde la A a 
la N (Tabla R1).  
Los valores (E-value) obtenidos para la similitud de secuencias variaron entre 0.0 
y 10-5, lo que indicaba que había secuencias proteicas extraordinariamente símiles entre 
si y otras menos parecidas indicando un menor grado de conservación. Así, la secuencia 
de KapK de Aspergillus pertenece al primer caso, en la que el grado de similitud es 
elevado con sus posibles homólogos Crm1p y exportin 1 de levadura y humanos 
(0.0/0.0), respectivamente. Otros de los transportadores más conservados serían los 
putativos homólogos de la importina  (KapA), la importina 1 (KapB), la importina 2 
(KapC) y el exportador de la importina  (KapE) con E-values comprendidos entre 
10-158-10-114 (Tabla R1), todos ellos con funciones muy generales, en la mayoría de los 
casos esenciales, en la célula eucariota. Este hecho sugería, que posiblemente para gran 
parte de los transportadores encontrados se podría predecir su función.  
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Dos diferencias esenciales se han encontrado entre los transportomas de A. 
nidulans y los de S. cerevisiae y humanos. En primer lugar, en común con ambos es el 
hallazgo de que las carioferinas Kap119p (Nmd5p) y Kap108p (Sxm1p) de S. cerevisiae
y sus respectivos ortólogos importina 7 e importina 8 en H. sapiens, poseían un único 
posible homólogo en el hongo filamentoso, el transportador KapD, codificado por el 
locus An6006. En segundo lugar, no se encontró un posible homólogo para la proteína 
de S. cerevisiae Mtr2p, que forma un heterodímero junto a MEX (Mex67p) 
interviniendo ambos en el transporte al citoplasma de diferentes especies de RNAs. Sin 
embargo, si se halló un gen que codificaba para una proteína con gran similitud a 
NXT1/p15 de H. sapiens y que se denominó NxtA, codificada por el locus An3864. 
Mecanísticamente, tanto Mtr2p como p15 interaccionan con otro miembro de la familia 
Ntf2, Mex, Mex67 y MEX, respectivamente.  
Otro de los puntos a resaltar es la ausencia en ambos hongos ascomicetos de 
determinados transportadores que deben ser específicos de eucariotas superiores, como 
H. sapiens o mamíferos. En el listado se observa que en el genoma humano hay un 
mayor número de genes codificantes para transportadores y que existen isoformas de 
algunos de ellos, como las 6 importinas  presentes que contrastan con una única 
importina  de hongos, KapA en Aspergillus y Srp1 en la levadura. El homólogo de 
KapC de A. nidulans y Kap104p/Kap108p de S. cerevisiae también presentó dos 
isoformas en humanos, la transportinas -1 y -2 con valores de predicción elevados que 
varían e-110 y e-148. Otro ejemplo es el de la exportina-5 y RanBP21, cuyos 
homólogos en el hongo filamentoso y en la levadura es KapL y Kap142p/Msn5p, 
respectivamente, siendo en este caso la similitud entre las diferentes proteínas un poco 
menor (6e-32/3e-9). KapI de A. nidulans y Kap121p (Pse1p) de S. cerevisiae son 
proteínas altamente conservadas en los hongos ascomicetos (valor-E 0.0) y en 
metazoos, importina-3 (RanBP5) y RanBP6 (e-153/-e149). Entre los transportadores 
presentes en humanos pero ausentes en este organismo cabe señalar a la snurportina, 
otro adaptador de la importina 1 que media el transporte de ribonucleoproteínas 
pequeñas nucleolares (snRNPs) (Araújo-Bazán et al., 2009) 
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*2º candidato. El primero con  Kap111 Contig 1.112  154607  155863 
**Importinas- humanas; Imp--1 (AAH02374), 2 (AAH05978), 3 (AAH24202), 4 (AAH28691), 5 (AAH47409) and 6 
(AAH20520). 
Importin  se incluye en la familia  like Debido a su alta similitud. Kobe et al, propusieron que la importin es una forma 
especializada de una importina . Nuestros resultados muestran claramente dicha similitud. 
ND= no detectado 










La familia Ntf2  
Ntf2 [P33331] Ntf2 [AAH03410] 84 280153 - 279686 7e-22 / e-5 ntfA/AN4942
Mex67 [NP_015156] MXF1/TAP[NP_006353] 48 87225 - 85675 8e-64 / 9e-24 mexA/AN2737
Mtr2 [NP_012735]  ND ND ND  
 NXT1/p15 [AAD54942] 62 106439 - 107080 - / 6e-09 nxtA/AN3864 
La familia Importina 
Kap60p(Srp1p)[AAA35090] Importin- 1 - 6 [**] 34 32025 - 33933 e-156 / e-150  to e-114 kapA/AN2142 
Kap95p (Rsl1p)[AAB67265] Importin 1 [AAH24045] 14 125103  127847 e-154 / e-138 kapB/AN0906
Kap104p  [NP_009573] Importin 2 (Transportin1) 
[AAB58254] 
14 178314  180875 e-110 / e-158 kapC/AN0926 
- Transportin 2  [AF019039] 14 178320  180929 - / e-148 kapC/AN0926 
Kap108p (Sxm1p)[NP_010683] Importin 7 (RanBP7) [NP_006382] 102 123702 - 126327 1e-78 / e-111 kapD/AN6006 
Kap119p (Nmd5p) [NP_012666] Importin 8 (RanBP8) [NP_006381] 102 123702 - 126327 e-104 / e-106 kapD/AN6006
Kap109p (Cse1p) [NP_011276] CAS/Cse1 [AAC35297] 110 62197 - 64836 e-156 / e-123 kapE/AN6591 
Kap111p (Mtr10p) [AAC49646] Transportin SR  [CAB42643] 112 153564  156392 1e-75 / 1e-48 kapF/AN6734 
Kap114p(Hrc1004p)[CAA96960] Importin 9 [AAL01416] 34 99581  102682 3e-60 / 2e-66 kapG/AN2164 
Kap120p (Lph2p) [AAB68237] Importin 11 (RanBP11) 
[AAH33776] 
65 270230  273692 5e-77 / 9e-88 kapH/AN4053 
Kap121p (Pse1p) [CAA89141] Importin 3 (RanBP5) [NP_002262] 98 328 
877  332254 
0.0 / e-153 kapI/AN5717 
- RanBP6  [AAC14260] 98 329777  332254 - / e-149 kapI/AN5717 
Kap123p (Yrb4p) [AAC03208] Importin 4  [AAL78660] 32 384778  388206 8e-93 / 8e-52 kapJ/AN2120 
Kap124p (Crm1p) [CAA61166] Exportin 1/Crm1  [CAA69905] 20 7797  11358 0.0 / 0.0 kapK/AN1401 
Kap142p (Msn5p) [CAA63705] Exportin 5  [AAG17907] 51 592659  596784 6e-32 / 3e-09 kapL/AN3012 
- RanBP21  [AAG53603] 51 596772 - 593130 - / 2e-09 kapL/AN3012 
Los1p [AAC37342] Exportin-T  [AAC39793] 161 168103  171220   4e-67 / 2e-69 kapM/AN8787 
Kap122p (Pdr6p) [NP_011499] - 131 86247  86453 8e-05 / - kapN/AN7731
- Importin 13 (RanBP13) 
[AAF73471] 
131 * 87392  89347* - / 1e-17 kapN/AN7731 
- RanBP16 (exportin7) [NP_055839] ND ND ND  
- RanBP17  [NP_075048] ND ND ND  
- RanBP20 [AAK01471] ND ND ND  
- Snurportin  [NP_005692] ND ND ND  
- Exportin 4  [AF145021] ND ND ND  
Se han verificado mediante la secuenciación de fragmentos de cDNAs las 
secuencias codificantes para los genes identificados in silico. Se han amplificado y 
secuenciado los cDNAs de once de los diecisiete transportadores; KapA, KapB, KapC, 
KapE, KapG, KapH, KapK, KapL, KapM, KapN y NtfA. De los otros genes se han 




obtenido buenas predicciones sobre la secuencia del extremo C-terminal lo que nos 
permitirá más adelante generar formas etiquetadas en dicho extremo asegurando la 
presencia de la totalidad de la proteína original. Al examinar las secuencias obtenidas y 
compararlas manualmente con las predicciones se encontraron pequeñas discrepancias, 
como por ejemplo en el caso del número de exones de kapK, por lo que la bases de 
datos de Genebank fue modificada aunque estos cambios no tuvieron repercusión en la 
clasificación inicial. En la Tabla R2 se muestran detalles sobre cada una de las ORFs y 
sus localizaciones cromosómicas. Mencionar que no se han encontrado agrupamientos 




















Ntf2 711 4 125 III (84) [AY038983] 
MexA 2212 1 666 VI (48)  
NxtA 474 1 157 II (62)  
Familia tipo Importina 
KapA 1942 2 553 VII (34) [AF465210] 
KapB 3053 7 872 VIII (14) [AY303543] 
KapC 3073 2 939 VIII (14) [DQ335585] 
KapD 3585 7 1041 V(102)  
KapE 3283 7 961 I (110) [DQ335586] 
KapF 3349 7 971 I (112)  
KapG 3105 0 1034 VII (34) [DQ335587] 
KapH 3511 6 1055 II (65) [DQ335588] 
KapI 3638 5 1094 V (98)  
KapJ 3480 1 1095 VII (32)  
KapK 3799 10 1067 VIII (20) [AY555733] 
KapL 4192 10 1230 VI (51) [DQ335589] 
KapM 3420 3 1039 III(161) [DQ335590] 
KapN 3216 3 1015 IV (131) [DQ335591] 
Tabla R2. Características generales y localización genómica de cada locus y ORF de los genes que 
codifican para los transportadores nucleares en A. nidulans.
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También se han realizado búsquedas adicionales utilizando la base de datos PFam 
y otros buscadores de dominios tipo PROSITE. Primero hemos identificado los 
dominios presentes en cada transportador y posteriormente hemos realizado búsquedas 
con los diferentes dominios. En la Tabla R3 se muestran los resultados obtenidos con 
estas búsquedas en las diferentes carioferinas. En el lado derecho de la tabla se muestran 
los dominios presentes en cada una de las Kaps y entre paréntesis el número de 
repeticiones pronosticadas. En la parte de la izquierda de la tabla se muestra las 
proteínas identificadas a partir de las búsquedas realizadas con los diferentes dominios 
PFam. Las búsquedas indican que no existen posibles homólogos lejanos de los 
diferentes transportadores identificados que no hubiese sido posible identificarlos 
mediante comparación de secuencias peptídicas. En estas búsquedas sólo aparece el 
posible homólogo de Vac8p en donde se predicen la presencia de dominios armadillo. 
Diferentes trabajos ya identifican repeticiones armadillo en esta proteína que es 
eminentemente vacuolar pero que no está relacionada con el transporte nuclear. Se 
excluyó de esta búsqueda el dominio HEAT, PF02985, dado que es compartido por 
numerosas proteínas fosfatasas, donde fue inicialmente identificado.  
Respecto a la familia Ntf2, en Aspergillus, MexA contiene todos los dominios 
característicos descritos para sus ortólogos: el dominio de unión a RNA, las repeticiones 
ricas en Leucinas en el N-terminal, el dominio NTF2 y el dominio UBA en el C-
terminal. NxtA, que posee una gran similitud de secuencia con Ntf2 y comparte la 
predicción del dominio Ntf2/PF02136, es el probable homólogo de NXT/p15 y por lo 
tanto debe formar un heterodímero con MexA para mediar la exportación de mRNAs. 
Este sistema de exportación es, o debe ser, en el hongo A. nidulans más similar al que 
ocurre en eucariotas superiores que en la de levadura donde se ha identificado a Mtr2 
como interactor de Mex67 pero no existen homólogos de dicha proteína en el proteoma 
de A. nidulans (Zenklusen and Stutz, 2001). El tercer miembro de esta familia, NtfA 
(An4942), es una proteína altamente conservada (7e-22/e-5) con sus homólogos de S. 
cerevisiae y humanos, el factor de transporte nuclear Ntf2p y NTF, respectivamente. No 
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Armadillo_seg (PF00514) KapA 
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IBB (PF01749) KapA  KapB IBN_NT (1) 2.5e-10 
IBN_NT (PF03810) KapE 
KapG 
KapC - - 
KapD 
KapJ 










KapF IBN_NT (1) 0.0013 
Exportin-t (PF04150) KapM  KapG IBN_NT (1) 2.8e-07 
CAS_CSE1 (PF03378) KapE  KapH IBN_NT (1) 2.5e-14 
CSE1 (PF08506) KapE  KapI - - 
Xpo1 (PF08389) KapK  KapJ IBN_NT (1) 7.1e-06 






KapL - - 
KapM Exportin-t (1) 5.7e-52 
KapN IBN_NT (1) 0.011 
1.2 Árbol filogenético 
Una vez identificados los posibles transportadores nucleares en A. nidulans se 
realizó un análisis filogenético para determinar las correspondientes familias génicas y 
así inferir la posible función en el hongo en el binomio familia de transportador/ruta de 
transporte. Se construyó un árbol filogenético incorporando los homólogos de hongos 
filamentosos (Neurospora crassa), levaduras (Schizosacharomyces pombe y S. 
cerevisiae) y humanos (H. sapiens). En primer lugar se realizó un alineamiento múltiple 
utilizando el programa ClustalX (Thompson et al., 1997) y se procedió a verificar a 
mano el correcto alineamiento de cada secuencia. Para generar el árbol filogenético a 
partir del alineamiento múltiple se utilizó el Mega software versión 4.0 y el método de 
neighbour joining con un bootstrap de 50000 réplicas. 
Tabla R3. Búsquedas realizadas con los dominios PFam.
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Figura R1. Clasificación evolutiva de las carioferinas. A) Árbol filogenético de las carioferinas 
identificadas en hongos filamentosos, levaduras y humanos. Los brazos correspondientes a cada 
transportador nuclear quedan englobados en cuadros del mismo color. Nomenclatura: Anid: A. nidulans; 
Ncra: N. crassa; Spot: S. pombe; Scer: S. cerevisiae; Hsap: H. Sapiens. B) Resumen del árbol 




La Figura R1-A muestra el árbol filogenético elaborado y se indican los diferentes 
agrupamientos o familias de transportadores. En la Figura R1-B se muestra un esquema 
que resume el árbol filogenético anterior. Los valores de bootstrap muestran en cada 
rama e indican el porcentaje de veces que el agrupamiento de determinadas secuencias 
coincidió en cada árbol realizado. Los agrupamientos correspondientes a los ortólogos 
de KapA, KapB, KapC, KapI, KapJ, KapE, KapD y KapK obtuvieron los porcentajes 
más altos con un 99% de coincidencia, y los de KapL y KapN los más bajos, entre 21 y 
29 %. La diferencia en los valores de bootstrap muestran el alto y bajo parecido entre 
las secuencias utilizadas, en el primer caso muestran el alto nivel de conservación de 
secuencias entre gran parte de los transportadores, sobretodo en aquellos con funciones 
vitales o muy generales en la célula, y los segundos podrían sugerir diferencias 
funcionales importantes o mecanismos adaptados al organismo en cuestión. Se hizo uso 
de la nomenclatura sistemática de las Kaps de S. cerevisiae para adjudicar el superíndice 
el cual indica el nombre del subgrupo al que pertenecen. 
Una vez agrupadas las carioferinas de acuerdo con sus similitudes, se determinó la 
presencia de dominios PFam característicos en cada una de ellas. En un primer nodo del 
árbol se diferenciaron dos ramas, el Grupo 1 que acogía a KapLMsn5, KapMLos1, 
KapFMtr10, KapKCrm1 y KapNKap122 y la rama que albergaba los homólogos del resto de 
Kaps. Un segundo nodo distingue entre el Grupo 2, que agrupa a los homólogos de 
KapASrp1, KapBKap95, KapCKap104, KapIPse1 y KapJKap123, y el Grupo 3 que incluye a 
KapECse1, KapHKap120, KapGKap114 y KapDNmd5.  
Estos agrupamientos permiten sugerir la función de cada transportador, al menos 
como exportador, importador o con función dual. En esta primera agrupación se 
encontraron las denominadas exportinas consenso, catalogadas como tal pues todas ellas 
contenían un dominio Xpo1 (PF08389) y se ha descrito que actúan como tal en S. 
cerevisiae y humanos. Las Kaps incluidas en el segundo nodo contienen el dominio 
IBN (dominio importin- N-terminal, PF03810) que es característico de las proteínas 
con función de importación nuclear dado que es la región que contacta con la GTPasa 
Ran en su forma GTP para mediar así la liberación de la carga en el nucleoplasma. Los 
dos grupos quedan diferenciados principalmente por el número de dominios HEAT 
(PF02985) que se pueden predecir en sus secuencias. Mientras que en las KAPs del 
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grupo 3 muestran una predicción muy baja de dominios HEAT (tres o menos), en los 
componentes del grupo 2, se llegan a predecir entre siete y once repeticiones HEAT.  
Las Kaps que se reunieron en el Grupo 2 son transportadores nucleares cuya 
función como importador ha sido probada, como la importina 1 (Sc Kap95), arquetipo 
de esta familia de proteínas, la transportina 2 (Sc Kap104), o los ortólogos de la 
importina , el adaptador de la importina 1, que tiene un dominio IBB (Importin 
binding domain, PF01749) y varios dominios armadillo (PF00514). En el Grupo 3, se 
agruparon aquellos transportadores con función dual, es decir, con función tanto de 
importinas como de exportinas. Esta doble función ha sido demostrada para los 
transportadores Nmd5 o Sxm1p. Las proteínas tipo Cse1p/CAS contienen los dominios 
Cse1 (PF08506) y CAS-C-terminal (PF03378) que los distinguen de otros 
transportadores y que pueden estar relacionados con su función como exportadores 
específicos de la importina .  
Estos resultados muestran que las carioferinas identificadas en A. nidulans se 
asemejan a las de otros organismos eucariotas de los que se puede deducir sobre su 
posible función como importadores o exportadores nucleares. La organización en los 
diferentes grupos, gracias a la conservación de dominios funcionales, es consistente con 
la clasificación evolutiva descrita para esta superfamilia de transportadores en S. 
cerevisiae (Wozniak et al., 1998).  
2. Análisis funcional de los transportadores nucleares 
mediante generación de alelos nulos
La colección de mutantes en Aspergillus es notable, gracias a los trabajos 
realizados por el gran número de grupos que utilizan este organismo modelo (ver base 
de datos de mutantes en la universidad de Glasgow, 
http://www.gla.ac.uk/ibls/molgen/aspergillus/index.html). A pesar de ello durante los 
diferentes procesos de aislamiento y selección de mutantes realizados hasta el momento 
no se han caracterizado mutaciones en ninguno de los genes aquí examinados. 
Recientemente el laboratorio ha generado, por métodos de genética en reverso, alelos 
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mutantes condicionales en los genes kapK y kapA, y estudiado sus efectos sobre 
distintas cargas (Araújo-Bazán et al., 2009;Bernreiter et al., 2007).  
En este trabajo se procedió a generar una colección de cepas portadoras de alelos 
nulos para cada transportador nuclear y así determinar su función en el hongo. El alelo 
nulo generado carece de la totalidad de la secuencia codificante de cada locus. Así, se 
pretendió evitar los efectos adversos causados por los restos de secuencias truncadas. 
Las cepas mutantes podrían manifestar uno de los dos fenotipos básicos esperables; la 
esencialidad o no del gen delecionado. El papel vital de varias de estas rutas de 
transporte ha sido demostrado en diferentes organismos (ver Introducción, sección 2.3). 
La deleción de cada locus fue sistemática. En primer lugar, se generaron casetes 
de DNA siguiendo la estrategia descrita en la Figura M2 y utilizando la técnica de PCR 
de fusión, que simplifica el proceso para realizar estas construcciones (Materiales y 
Métodos, apartado 3.1). Únicamente para realizar la deleción del locus kapL se ha 
modificado este proceso debido a problemas en la amplificación de los fragmentos l 
utilizar como molde el DNAg de la cepa silvestre. Para ello se generó el plásmido 
pGEM-kapL que portaba un fragmento de DNA genómico que contiene el promotor, la 
CDS de kapL y el terminador (plá2smido descrito en sección Materiales y Métodos, 
apartado 2.2) y se utilizó como molde en las reacciones de PCR. En segundo lugar, para 
evitar efectos cruzados debidos a la posible heterogeneidad genética entre las cepas del 
laboratorio, se ha utilizado siempre la cepa silvestre MAD1425 como receptora de las 
construcciones, cuyo genotipo se indica en Materiales y Métodos (sección 2.1, tabla 
M1) y que crece normalmente en medio mínimo suplementado. 
La secuencia codificante del gen diana fue sustituida de forma estándar por el gen 
pyrG de A. fumigatus. El reemplazamiento génico se realiza gracias a un doble 
fenómeno de recombinación entre las regiones homólogas al gen diana que portan los 
casetes de transformación (Figura M2). Las cepas recombinantes son seleccionadas 
positivamente gracias a que cuando el gen pyrGAf se integra en prácticamente cualquier 
lugar del genoma se puede expresar a niveles que complementan la mutación de pérdida 
de función pyrG89 que causa un fenotipo de auxotrofía de pirimidinas. Además, este 
sistema ofrece la posibilidad de utilizar la técnica del Heterokaryon rescue 
(Materiales y Métodos, sección 4.1), permitiendo así mantener micelios en los que 
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coexisten núcleos recombinantes, donde se ha delecionado un gen esencial, y núcleos de 
la cepa receptora.  
En todos los experimentos de transformación se obtuvieron cepas recombinantes 
sobre el medio selectivo. El correcto reemplazamiento de la secuencia codificante para 
cada locus fue verificado mediante la técnica de Southern-blot o PCR diagnóstico 
utilizando los cebadores adecuados. En el caso de los heterocariontes se determinó la 
presencia de núcleos silvestres y núcleos portadores del alelo nulo del correspondiente 
transportador.
El estudio fenotípico de las cepas resultantes de la deleción sistemática de los 
transportadores nucleares permitió, como se había previsto, distinguir dos clases de 
genes: esenciales y no esenciales. 
2.1 Los transportadores esenciales 
2.1.1 Fenotipo heterocariótico
Es preciso indicar que previo a este análisis sistemático dos de los diecisiete 
transportadores nucleares identificados, la importina , KapASrp1 (Araújo-Bazán et al., 
2009), y la importina 1, KapBKap95 (Osmani et al., 2006) habían sido estudiados y 
clasificados como proteínas esenciales. La ruta principal de exportación mediada por la 
exportina 1, KapKCrm1, también había sido parcialmente caracterizada mediante el 
estudio en el laboratorio de un mutante condicional sensible a leptomicina B y se 
hipotetizó que este exportador también debería ser esencial en el hongo (ver más abajo).  
De la colección de casetes utilizados aquellos que delecionaban los genes 
kapECse1, kapFMtr10, kapKCrm1 o ntfANtf2 siempre dieron lugar a colonias con una evidente 
morfología heterocariótica sobre el medio de regeneración. En el panel A de la Figura 
R2 se muestra como ejemplo una vista parcial de la superficie de una placa de 
regeneración de un experimento en la que se delecionaba el gen ntfANtf2. Las colonias 
tenían un tamaño variable, generalmente pequeño, mostrando una morfología 
arborescente y reducida capacidad de esporulación. Este aspecto característico de las 
colonias heterocarióticas sugería que se había delecionado un gen esencial. Para probar 
esta hipótesis se inocularon conidiosporas en medio selectivo -UU, es decir sin 
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suplementar con la mezcla uracilo/uridina, observándose la ausencia total o muy 
reducido del crecimiento colonial. Al contrario, en medio suplementado no selectivo 
(+UU), los transformantes desarrollaron el crecimiento colonial característico de la cepa 
receptora. La transferencia de fragmentos de micelio entre los diferentes medios de 
cultivo permitió mantener esta colonia (Figura R2-B, ntfA) y en ningún caso se pudo 
Figura R2. Generación de alelos nulos letales. A) Placas de regeneración del experimento de 
deleción de ntfA. Las colonias exhibieron morfología heterocariótica. Test de crecimiento realizado: 
la ausencia de crecimiento en placas selectivas (-UU) demostró que se había delecionado un gen 
esencial. B) Propagación de cepas portadoras de alelos nulos esenciales; kapECse1, kapFMtr10, kapKCrm1
y ntfANtf2 mediante la técnica del Heterokaryon rescue. C) Resultado de Southern blot realizado con 
el DNA de un transformante y la cepa receptora MAD1425. Se detectó DNA de núcleos 
recombinantes y de no recombinantes.
RESULTADOS 
80 
aislar homocariontes haploides sobre un medio selectivo (UU). El análisis por 
Southern-blot y PCR diagnóstico demostró la presencia de núcleos recombinantes en 
los que el locus diana, ejemplificado para ntfANtf2, había sido delecionado (Figura R2-
C). Este resultado demostraba que el gen ntfA es esencial en A. nidulans. Este mismo 
resultado se obtuvo cuando se delecionó cada uno de los otros tres genes sujetos a 
estudio (Figura R2-B). Por lo tanto se concluyó que tanto kapECse1, kapFMtr10, kapKCrm1 
como ntfANtf2 son genes esenciales dado que su deleción da lugar a cepas inviables.  
2.1.2 Fenotipo terminal
El fenotipo de letalidad de los alelos nulos generados en genes esenciales se 
demostró al no poder obtener colonias homocarióticas haploides. Sin embargo el 
sistema del rescate de heterocariontes permitió estudiar el efecto de la mutación sobre la 
germinación de las esporas asexuales, conidiosporas, a nivel microscópico. Para ello las 
conidias de un sector heterocariótico se inocularon en medio líquido selectivo de 
microscopía (WMM -UU) y se incubaron a 37ºC. Como estas cepas eran 
heterocarióticas, en el inóculo había conidiosporas tanto recombinantes como no 
recombinantes. Las conidiosporas no transformadas, al tener genotipo pyrG89, no 
pudieron germinar en el medio selectivo sin pirimidinas, pero las conidiosporas 
transformadas (pyrG+) si germinaron e incluso alcanzaron diferentes grados de 
desarrollo del tubo hifal, dependiendo del efecto del alelo nulo que portaban.  
Los resultados obtenidos tras la observación al microscopio se muestran en la 
Figura R3. Como control de desarrollo normal o ausencia de germinación se utilizaron 
cultivos donde se inoculó la cepa receptora MAD1425 en WMM suplementado o no 
con uracilo y uridina. En medio suplementado, las conidiosporas de la cepa MAD1425 
crecieron normalmente, es decir fueron capaces de emitir el tubo germinativo, crecer de 
forma hiperpolarizada por extensión apical y ramificación lateral. En medio sin 
suplementar, las conidiosporas de MAD1425 no muestran siquiera el hinchamiento 
inicial del proceso germinativo. En las cepas mutantes se estudió el estadio de la 
germinación de las esporas y el número de núcleos presentes en la célula. Indicar que el 
estadio de crecimiento que alcanzó cada cepa fue muy similar a las 24h y las 72h. Las 
observaciones realizadas permiten establecer la siguiente clasificación fenotípica: 
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I) Ausencia de crecimiento polarizado y de mitosis. En esta clase se encuadra la 
cepa ΔkapBKap95. Las conidiosporas mostraron el crecimiento isotrópico típico 
pero no se observó el establecimiento de crecimiento polar o emisión del tubo 
hifal. La tinción con DAPI mostró una única acumulación de fluorescencia, es 
decir, que las conidiosporas portaban un único núcleo que además presentaba un 
aspecto fraccionado por lo que se concluyó que la entrada en la primera mitosis 
no ocurrió o se produjo un bloqueo en los primeros estadios, antes o durante la 
profase.  
Figura R3. Análisis microscópico del crecimiento de mutantes portadores de deleciones de genes 
esenciales. Las conidiosporas de los heterocariontes fueron inoculadas en condiciones selectivas e 
incubadas a 37ºC. Tras 24Hrs y 72Hrs de cultivo se analizó la morfología de las conidiosporas y 
germínulas. La tinción con DAPI de estas preparaciones permitió observar y determinar el número y 
la morfología de los núcleos en cada célula. Barra de escala, 5µm.
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II) Establecimiento de crecimiento polarizado sin primera mitosis. En esta clase se 
agruparon las cepas ΔkapASrp1 y ΔkapFMtr10. Las conidiosporas germinaron y 
emitieron el tubo germinativo aunque el tamaño de la hifa fue muy inferior a las 
células de una cepa silvestre (Figura R3). La tinción con DAPI mostró un único 
núcleo en cada célula, aunque a las 72h los núcleos mostraron un aspecto 
fragmentado. Este resultado sugiere que KapASrp1 y KapFMtr10 no están 
implicados en el establecimiento del punto de crecimiento polarizado aunque si 
en el mantenimiento de la elongación celular, quizás debido a que la primera 
mitosis no es iniciada. 
III) Establecimiento de crecimiento polarizado y acontecimiento de la primera 
mitosis. Las cepas ΔkapECse1, ΔkapKCrm1 y ΔntfANtf2 se incluyen en esta clase. 
Las conidiosporas fueron capaces de germinar, crecer isotrópicamente, emitir el 
tubo germinativo y crecer de forma polarizada. La tinción con DAPI mostró que 
las células portaban 2 núcleos lo que demostraba que había transcurrido una 
primera mitosis completa, aunque a las 72h no se observaron núcleos íntegros. 
Los resultados sugieren que KapECse1, KapKCrm1 y NtfANtf2 no se precisan para el 
establecimiento del crecimiento polarizado ni para la primera división nuclear, al 
menos hasta la telofase. Las células, aparentemente, deben morir tras estos 
estadios iniciales de desarrollo de la hifa, quizás debido a que no exista una 
transición M/G1. 
Estos resultados demuestran que KapASrp1, KapBKap95, KapECse1, KapFMtr10
KapKCrm1 y NtfANtf2  son transportadores nucleares esenciales para Aspergillus.
2.2 Los transportadores no esenciales 
Los transformantes que crecieron con un aspecto colonial normal y homogéneo 
sobre el medio de regeneración sugerían que los respectivos heterocariontes eran muy 
estables, y que posiblemente, los transformantes primarios ya crecían como cepas 
homocarióticas. En estos casos se preveía que se había delecionado un gen no esencial. 
Para comprobarlo las conidiosporas de estas cepas transformadas fueron inoculadas en 
medio selectivo, -UU, para verificar que crecían de manera similar a una cepa silvestre 
pyrG+ como así ocurrió. El carácter homocariótico de cada cepa y la presencia de 
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núcleos recombinantes fue demostrado por análisis por Southern-blot. Este conjunto 
de cepas mutantes permitió concluir que once de los diecisiete transportadores nucleares 
no son esenciales para A. nidulans. Los transportadores que se clasifican en este grupo 
son; KapCKap104, KapDNmd5, KapGKap114, KapHKap120, KapIPse1, KapJKap123, KapLMsn5, 
KapMLos1, KapNKap122, MexAMex67 y NxtAp15.  
En la Tabla R4 se listan las cepas portadoras de alelos nulos de genes no 
esenciales y su correspondiente genotipo relevante (Materiales y Métodos, Tabla M1). 
Se estudió si las estirpes mutantes generadas mostraban algún fenotipo en diferentes 
condiciones de cultivo. Así éstas fueron sometidas a estrés salino u osmótico, a 
diferentes temperaturas de incubación o condiciones nutricionales. Para las diferentes 
condiciones de estrés salino las placas se suplementaron individualmente con los 
siguientes compuestos; CaCl2 (0,1M), MgCl2 (0,1M), LiCl (0,1M y 0,3M), NaCl (0,1M 
y 1M, también se varió el pH del medio ajustándolo a un valor de pH ácido pH 5,1 con 
0,1M NaH2PO4, o alcalino a pH 8 utilizando 0,1M Na2HPO4. En MMA y MCA se 
analizó el crecimiento de cada cepa a las temperaturas de 30ºC, 37ºC ó 42ºC. En la 
Figura R4-A se muestra el análisis fenotípico realizado. En la primera fila se muestra el 
crecimiento de la cepa silvestre MAD2666 (MAD1425 pyrG+) en las diferentes 
condiciones de cultivo ensayadas. MAD2666 es el resultado de reemplazar el alelo 
pyrG89 en la cepa MAD1425 mediante recombinación con un gen pyrG silvestre. El 
crecimiento radial de MAD2666 fue tomado como referencia para el resto de estirpes. 
GENOTIPO 
RELEVANTE CEPA 












Tabla R4. Lista de las cepas portadoras 




Figura R4. Análisis fenotípico de cepas portadoras de alelos nulos no esenciales. A) Crecimiento 
colonial de las diferentes cepas en medio mínimo con los aditivos indicados en cada caso en la parte 
superior. Las conidias fueron inoculadas puntualmente, incubadas a la temperatura indicada durante 
48Hrs y fotografiadas. Los test de respuesta a estrés se realizaron siempre a 37ºC. B) Alteraciones 
morfológicas causadas por las deleciones de los transportadores KapIPse1, MexAMex67y NxtAp15. Las 
cepas se incubaron en diferentes temperaturas (30ºC, 37ºC y 42ºC) y se comparó el crecimiento radial 
de las colonias con la cepa kapGKap114 el cual no mostró fenotipo. Los defectos morfológicos se 
acentuaron con la temperatura; kapIPse1 y mexAMex67 mostraron fenotipos de termosensibilidad y 
criosensibilidad y fenotipo de nxtAp15 termosensibilidad.
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 Solo se observaron fenotipos asociados a los alelos nulos en las cepas, 
MAD2324 (kapDNmd5), MAD2159 (kapIPse1), MAD2332 (nxtAp15) y MAD3017 
(mexAMex67). La cepa nula kapD (MAD2324) mostró cierta sensibilidad a altas 
concentraciones de LiCl (0,3M), con un crecimiento colonial reducido y producción de 
un pigmento amarillento, típico síntoma de estrés celular. La cepa nula kapIPse1
(MAD2159) exhibió un crecimiento reducido y aspecto algodonoso (fluffy). Este 
fenotipo es característico de mutantes con alteraciones en el desarrollo morfológico del 
conidióforo, como los flbs- (Fluffy Low Bristle expression) (Etxebeste et al., 2009b) (ver 
Anexo 2). El crecimiento compacto de la colonia se acentuó cuando se cultivó la cepa a 
30ºC y 42ºC (Figura R4-A, fila kapI). El crecimiento reducido y aconidial se observó 
en todas las condiciones de estrés estudiadas, como puede compararse con el resto de 
cepas, siendo el caso más extremo en altas concentraciones de litio, pero en ningún caso 
de detectó inhibición total del crecimiento, lo que indicaría extrema sensibilidad a 
dichas condiciones de cultivo. 
En este análisis sistemático la cepa nxtAp15 (MAD2332) mostró un fenotipo de 
termosensibilidad a 42ºC, siendo su crecimiento radial semejante al de la cepa silvestre 
en el resto de condiciones ensayadas (Figura R4-A, fila nxtA). La cepa MAD3017 
(mexAMex67) exhibió reducido crecimiento de la colonia a 37ºC y el fenotipo se 
exacerbó a altas y bajas temperaturas. Aunque la mayor inhibición del crecimiento se 
obtuvo a 42ºC (Figura R4-A, fila mexA). En la Figura R4-B, se muestra el crecimiento 
normal de la cepa silvestre (WT) y la cepa kapG en las diferentes temperaturas y se 
destacan los fenotipos de sensibilidad a las temperaturas exhibidos por las cepas 
kapInxtA ymexA. La cepa kapIPse1 mostró ser la cepa mutante más criosensible 
y mexAMex67 la cepa más termosensible. Cabe destacar que las cepas nxtAp15 y
mexAMex67 mostraron diferentes fenotipos a pesar de que hipotéticamente forman un 
heterodímero.  
La ausencia de fenotipos asociados a los diferentes alelos nulos generados sugiere 
que estos transportadores nucleares deben de realizar una función redundante. Entre las 
diferentes alternativas, es posible que dos o más transportadores sean capaces de mediar 
el transporte mono o bi-direccional de una misma carga. 
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2.3 Análisis de redundancia en ciertas rutas de transporte 
El hecho de que un elevado número de alelos nulos no causen fenotipos 
detectables sugiere que los transportadores nucleares poseen funciones redundantes. El 
fenómeno de la redundancia ya se ha descrito en diferentes rutas de transporte núcleo-
citoplásmico en células fúngicas, S. cerevisiae, y humanas, como por ejemplo en el caso 
del transporte de ribonucleoproteínas mediado por, al menos, las importinas Kap123p 
(Yrb4) y Kap121p (Pse1) en S. cerevisiae o la importación de las histonas mediado por 
dos transportadores en la levadura y por cuatro en metazoos (Aitchison and Rout, 
2000;Wozniak et al., 1998). 
Para verificar la hipótesis del papel redundante de ciertos transportadores se 
planificó generar cepas doble nulas para un número determinado de éstos. Se decidió 
delecionar transportadores que estuvieran teóricamente implicados en la misma ruta de 
transporte para una carga o un conjunto de ellas: 
1) La cepa doble mutante mexAMex67nxtAp15 puesto que formaría un 
heterodímero que sería el principal mediador de la exportación de ciertos 
mRNAs (Kelly and Corbett, 2009).  
2) Se procedió a generar el doble mutante KapIPse1 y KapJKap123, dado que en S. 
cerevisiae Pse1p y Kap123p son los principales transportadores de 
ribonucleoproteínas y actúan conjuntamente (Rout et al., 1997),  
3) Una cepa doble nula KapCKap104 y apDNmd5, dado que ambas son importinas 
tipo  muy conservadas y sobre las que supuestamente recaen una gran parte del 
transporte. Además, en Aspergillus, KapD aglutinaría el papel de Nmd5p y 
Smx1p.  
4) Finalmente, se combinarían en una cepa los alelos nulos de las exportinas 
apLMsn5 y apMLos1 dado que son exportinas no esenciales en S. cerevisiae y 
ambas pueden mediar la exportación de t-RNAs maduros (Arts et al., 
1998;Calado et al., 2002) y, especialmente Msn5p, que está involucrado en el 




Los casetes necesarios para generar las cuatro cepas doble nulas se construyeron 
mediante la técnica de PCR de fusión (Materiales y Métodos, apartado 3.1). Para poder 
delecionar conjuntamente las secuencias codificantes de cada gen diana se construyeron 
casetes de recombinación con dos genes reporteros diferentes, riboBAf  y pyrGAf. La 
transformación con riboBAf es mecanísticamente igual a la de pyrGAf, por lo que los 
transformantes son seleccionados positivamente por prototrofía a la vitamina 
riboflavina. La cepa receptora utilizada para generar cepas portadoras de dos alelos 
mutantes nulos fue MAD1427 (Tabla M1). En primer lugar se generó cada alelo nulo 
con el casete de reemplazamiento que porta riboBAf. En todos los casos se obtuvieron 
cepas recombinantes y, tras comprobar que la homocariosis era viable y estable, se 
verificó el correcto reemplazamiento de la secuencia codificante. Las cepas 
homocarióticas generadas fueron MAD3211 (mexAMex67::riboBAf), MAD3355 
(kapMLos1::riboBAf), MAD3125 (kapDNmd5::riboBAf) y MAD3593 
(kapJKap123::riboBAf). A continuación, se procedió a generar las cepas dobles nulas 
reemplazando las CDS del segundo gen diana por el gen pyrGAf. De esta manera, si el 
doble mutante resultaba ser letal, podría ser mantenido gracias a la técnica del 
Heterokaryon rescue (Materiales y Métodos, sección 4.1). En todos los casos se 
obtuvieron transformantes. En la Tabla R5 se listan los genotipos relevantes de las 
cepas generadas (Materiales y Métodos, Tabla M1). 
GENOTIPO  RELEVANTE CEPA 
MAD1427  pyrGAn ; riboBAn MAD2733 
ΔkapC:: pyrGAf ; ΔkapD::riboBAf MAD3583 
ΔkapC:: pyrGAf MAD3356 
ΔkapD::riboBAf MAD3125 
ΔkapL:: pyrGAf ; ΔkapM::riboBAf MAD3562 
ΔkapL:: pyrGAf MAD3561 
ΔkapM::riboBAf MAD3355 
ΔkapM::riboBAf  ; pyrGAn MAD3566 
ΔkapI:: pyrGAf ; ΔkapJ::riboBAf MAD3638 
ΔkapJ::riboBAf MAD3593 
ΔkapJ::riboBAf  ; pyrGAn MAD3641 
ΔnxtA:: pyrGAf ; ΔmexA::riboBAf MAD3281 
ΔnxtA::pyrGAf MAD3129 
ΔmexA::pyrGAf f MAD3017 
ΔmexA::riboBAf MAD3211 
ΔmexA::riboBAf ; pyrGAn MAD3280 
Tabla R5. Lista de las cepas 
portadoras de uno y/o dos 




Todos los transformantes doble mutantes mostraban la morfología característica 
de heterocariontes estables, excepto la cepa doble mutante kapJKap123kapIPse1, que 
mostró un fenotipo de crecimiento heterocariótico muy extremo. Sin embargo, la 
homocariosis fue viable, al igual que en las otras tres cepas doblemente nulas, por lo 
que se concluyó que la deleción de cada pareja de genes no causaba un fenotipo letal. 
En MCB suplementado con 0,5M de NaH2PO4 (Figura R5-A), el crecimiento 
colonial de las cepas MAD3562 (kapLMsn5kapMLos1) y MAD3538 (kapCKap104
kapDNmd5) fue similar a la cepa silvestre MAD1427, mientras que MAD3638 
(kapJKap123kapIPse1) y MAD3281 (mexAMex67nxtAp15) mostraron un crecimiento 
radial reducido, especialmente MAD3638. Es interesante hacer notar que en estas 
condiciones el desarrollo del doble mutante mexAMex67nxtAp15 (MAD3281) fue parejo 
al exhibido por mexAMex67 (MAD3017). Sin embargo el fenotipo compacto y aconidial 
del kapJKap123kapIPse1 (MAD3638) fue más severo que el mostrado por la cepa nula 
kapIPse1 (MAD2159).  
Para un análisis más completo las cepas homocarióticas portadoras de dos alelos 
nulos viables fueron estudiadas en diferentes condiciones de estrés y para ello las placas 
se suplementaron individualmente con diferentes sales y también se incubaron a 
diferentes temperaturas. En la Figura R5-B se muestra el análisis fenotípico realizado. 
En las condiciones estudiadas no se observaron fenotipos asociados a la doble deleción 
kapLMsn5kapMLos1 (MAD3562). En la cepa MAD3538 (kapCKap104 kapDNmd5) se 
observó que el fenotipo de sensibilidad mostrado por la cepa kapDNmd5 (MAD3125) a 
altas concentraciones de LiCl (0,3M) se recuperó parcialmente. La cepa MAD3638 
(kapJKap123kapIPse1) mostró los mismos fenotipos de sensibilidad de temperaturas que 
la cepa mutante simple MAD2159 (kapIPse1), pero en el resto de las condiciones esta 
cepa doble mutante exhibió un crecimiento colonial más compacto y menor capacidad 
de conidiación que el exhibido por el mutante nulo simple. Lo mismo ocurrió cuando se 
estudió la cepa MAD3281 (mexAMex67nxtAp15). El fenotipo a diferentes temperaturas 
fue similar al observado en MAD3017 (mexAMex67) pero en el resto de condiciones el 
crecimiento radial y la capacidad de conidiación fueron menores. Estos resultados 
indican que los efectos de cada deleción son aditivos. 
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Figura R5. Análisis de cepas portadoras de dos alelos nulos implicados en la misma ruta. A) 
Crecimiento de las cepas doble mutantes en MCB suplementado. También se muestran la cepa 
silvestre y las cepas nulas simples MAD2159 (kapIPse1) y MAD 3017(mexAMex67). B) Resultados 
del análisis fenotípico realizado en diferentes condiciones de estrés. Sigue en la página siguiente
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Sorprende la no esencialidad de las rutas en las que podían participar 
conjuntamente apJKap123  y apIPse1 o MexAMex67 y NxtAp15. Los resultados indican que 
estos transportadores participan en la misma ruta aunque el transporte de al menos 
ciertas cargas debe ser específico de cada transportador. Más interesante es que el 
KapCKap104 y KapDNmd5, que en nuestro hongo aglutinan al menos tres rutas de 
transporte no manifiestan un fenotipo apreciable. Sugiere así una gran flexibilidad en 
los sistemas de transporte en Aspergillus o que existen mecanismos alternativos para 
que las cargas entren o salgan de los núcleos. 
3. Localización subcelular de los transportadores nucleares 
durante la interfase del ciclo celular 
La localización subcelular de los transportadores nucleares se ha estudiado 
previamente en células mononucleadas. Hemos querido resolver una cuestión que nos 
parece muy interesante en la biología celular de organismos multinucleados que es 
definir como se distribuye la maquinaria molecular responsable del transporte nuclear 
en un sincitio. 
3.1 Etiquetado de los transportadores nucleares con proteínas 
fluorescentes 
Para determinar la localización celular de cada transportador nuclear se generaron 
cepas que expresaban quimeras fluorescentes, utilizando para ello la proteína 
fluorescente verde (GFP) o la proteína fluorescente roja (mRFP) como única fuente de 
dichos transportadores.  
El etiquetado de cada proteína ser realizó siguiendo la estrategia definida en el 
apartado 3.2 de la sección de Materiales y Métodos. Los fragmentos de DNA necesarios 
Las conidias fueron inoculadas puntualmente sobre MMA y  suplementado con diferentes sales 
(CaCl2 (0,1M), MgCl2 (0,1M), pH ácido (0,1M), pH 8 (0,1M), LiCl (0,1M y 0,3M), NaCl (0,1M y 
1M)) o incubadas a diferentes temperaturas (30ºC, 37ºC y 42ºC) durante 48H. La cepa MAD3562 
(kapLMsn5kapMLos1) no mostró fenotipos asociados a la doble deleción y MAD3538 
(kapCKap104kapDNmd5) revirtió el fenotipo de sensibilidad al LiCl de la cepa kapCKap104. MAD3638 
(kapJKap123kapIPse1) y MAD3281 (mexAMex67nxtAp15) mostraron un crecimiento reducido, una 
morfología compacta y defectos en la esporulación en todas las condiciones estudiadas, por lo tanto se 
observó un fenotipo aditivo debido a la deleción de ambos genes de la familia Ntf2. 
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para los experimentos de transformación se obtuvieron mediante la técnica de PCR de 
fusión. Todos los casetes de reemplazamiento se construyeron fusionando el fragmento 
del gen que codifica para la región más carboxilo terminal del transportador diana con el 
gen que codifica para la proteína GFP. La única excepción es el casete de 
kapI::mRFP::pyrGAf que genera una fusión a mRFP y que se utilizó para construir una 
cepa doblemente etiquetada (Resultados, apartado 4.3.1). Se utilizó el gen pyrGAf como 
marcador de selección por la posibilidad, mediante la técnica del Heterokaryon rescue 
(ver Materiales y Métodos, apartado 4.1), de mantener aquellas cepas que expresan 
proteínas no funcionales y que causan fenotipo de letalidad. En los casetes construidos 
para expresar KapBKap95::GFP, KapHKap120::GFP y KapKCrm1::GFP en la cepa 
MAD2884, que también expresa el marcador del centrosoma Nud1::mCh, se utilizó el 
gen pyroAAf, precisando de la utilización de plásmidos de etiquetado alternativos que se 
obtuvieron del Prof. S. Osmani (ver Materiales y Métodos sección 2.2). Como 
marcadores del posicionamiento de núcleo y nucleolo se utilizaron la histona H1 
(HhoA) y la fibrilarina (An-Fib) respectivamente, fusionadas ambas a la proteína roja 
mCherry.  
Nuevamente, para seguir trabajando con cepas con un genotipo homogéneo, en 
todas las transformaciones se utilizo la misma cepa receptora, MAD1425. Se obtuvieron 
transformantes en todos los experimentos de transformación y las colonias mostraban el 
aspecto homogéneo típico de los homocariontes haploides salvo en el caso de la cepa 
que se generó para expresar la fusión NtfANtf2::GFP. Las cepas resultantes de la 
transformación con el fragmento que expresaba la quimera NtfANtf2::GFP presentaron 
un aspecto heterocariótico similar a los transformantes obtenidos cuando se procedió a 
generar el alelo nulo (ver Resultados, sección 2.1.1), mostrando así que esta proteína de 
fusión no era funcional (Figura R6-A). Para caracterizar esta cepa se recurrió a la 
técnica del Heterokaryon rescue.  
La cepa MAD2327 (KapJKap123::GFP), a diferencia de la cepa MAD2326 
(kapJKap123), mostró un crecimiento colonial reducido en MMA, especialmente cuando 
se incubó a 30ºC (Figura R6-B). Cuando se analizó microscópicamente se observó que 
las hifas presentaban anomalías morfológicas. Así, el crecimiento polar de las células 
fue inferior a la de la cepa silvestre y la longitud de las hifas en el cultivo fue muy 
variable. Además en el citoplasma pudo observarse un aumento en el número de núcleos 
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y en el tamaño de vacuolas (Figura R6-C). La carioferina etiquetada KapJKap123::GFP se 
distribuyó a largo del citoplasma y se acumuló en los núcleos donde se observaron 
estructuras circulares que acumulaban aún más fluorescencia. En la Figura R6-C 
(izquierda) se muestra dos células en la que se observaron más de seis núcleos de 
pequeño tamaño, algunos muy próximos entre si, indicando problemas en su 
distribución. Las imágenes, mostradas en contraste invertido, son proyecciones 
máximas de una serie de planos (Z-stack). En el interior de los núcleos se visualizó una 
mayor acumulación de KapJKap123::GFP rodeando una estructura circular (señalado con 
puntas de flechas). En la Figura R6-D se muestra una composición de imágenes de 
fluorescencia de KapJKap123::GFP, la tinción de DAPI y el panel de la fusión de ambas. 
La tinción con DAPI reveló que las acumulaciones de fluorescencia correspondían 
efectivamente con los núcleos que albergaban DNA con aspecto irregular. Estos 
Figura R6. A) Comparación de los transformantes con aspecto heterocariótico portadores de las 
construcciones ntfANtf2::pyrGAf y ntfANtf2::GFP::pyrGAf en placas selectivas UU. B) Crecimiento de 
la cepa MAD2327 (KapJKap123::GFP) en medio completo y medio mínimo incubado a 30ºC y 37ºC. 
Esta cepa mostró una disminución del crecimiento colonial en placas de medio mínimo que se acentuó 
a 30ºC. C) Estudio microscópico de la cepa MAD2327. Las hifas mostraron anomalías morfológicas y 
reducido crecimiento. KapJKap123::GFP pareció acumularse en los núcleos que se distribuyeron de 
manera irregular y se observaron estructuras circulares en su interior (señalado con puntas de flechas). 
D) Verificación de la posición de los núcleos en la cepa MAD2327. La tinción de DAPI verificó que 
KapJKap123::GFP se acumuló en el núcleo (señalado con puntas de flecha). Las imágenes de cada canal 
fluorescente se muestran en contraste invertido y la fusión teñida en verde (GFP) y magenta (mCh), 
respectivamente. Barra de escala, 5µm.
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resultados sugerían que la construcción KapJKap123::GFP causa defectos relacionados 
con la distribución de los núcleos y probablemente una segregación defectuosa del 
DNA.  
Debido a las anomalías que causa la fusión de GFP al extremo C-terminal de 
KapJ, se procedió a generar una cepa que expresaba GFP::KapJKap123 (MAD3563) 
siguiendo la estrategia definida en el apartado 3.3 de la sección de Materiales y 
Métodos. La cepa transformada fue MAD2326 (kapJKap123::pyrGAf) y los 
transformantes que habían reemplazado el locus nulo por el casete fueron seleccionados 
por mostrar resistencia a 1mg/ml de 5-FOA en el medio de regeneración de 
protoplastos. Las colonias mostraron el aspecto homogéneo típico de los homocariontes 
haploides. El crecimiento de la cepa MAD3563 (GFP::KapJKap123) fue similar a la de la 
cepa silvestre MAD1425, tanto a diferentes temperaturas como en medio mínimo sólido 
o en WMM que se utiliza en los experimentos de microscopia. El aspecto de las células 
era similar a la cepa silvestre así como la distribución y la morfología de los núcleos. La 
distribución de GFP::KapJKap123 en los núcleos era similar a la observada para 
KapJKap123::GFP. Dada la ausencia de fenotipos asociados a la fusión con GFP en el 
extremo N-terminal de KapJKap123, se utilizó la cepa MAD3565 para estudiar con más 
detalle la localización subcelular de este transportador.  
En resumen, en las diferentes cepas recombinantes obtenidas se verificó el 
correcto reemplazamiento génico por la técnica del Southern-blot con sondas de DNA 
específicas que correspondían a la región 3-ORF o 3-UTR del gen diana. Las cepas 
generadas para este apartado y el genotipo relevante correspondiente quedan listados en 





kapA::gfp::pyrGAf MAD2607 kapJ::gfp::pyrGAf MAD2327 
kapB::gfp::pyrGAf MAD2913 gfp::kapJ MAD3563 
kapC::gfp::pyrGAf MAD2161 gfp::kapJ y pyrGAn MAD3604 
kapD::gfp::pyrGAf MAD2162 kapK::gfp::pyrGAf MAD2914 
kapE::gfp::pyrGAf MAD2163 kapL::gfp::pyrGAf MAD2652 
kapF::gfp::pyrGAf MAD2164 kapM::gfp::pyrGAf MAD2328 
kapG::gfp::pyrGAf MAD2165 kapN::gfp::pyrGAf MAD2330 
kapH::gfp::pyrGAf MAD2175 nxtA::gfp::pyrGAf MAD2333 
kapI::gfp::pyrGAf MAD2325 mexA::gfp::pyrGAf MAD2331 
Tabla R6. Tabla de las cepas que expresan transportadores nucleares etiquetados con GFP.
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Las cepas (Tabla R6) que expresan a KapCKap104, KapDNmd5, KapGKap114, 
KapHKap120, KapLMsn5, KapMLos1, KapNKap122 o NxtAp15 etiquetadas con GFP en el 
extremo carboxilo terminal no mostraron ningún fenotipo apreciable. En estos casos, 
dado que las respectivas cepas nulas tampoco mostraron fenotipos específicos, 
asumimos el correcto funcionamiento de las quimeras fluorescentes. 
Como se observa en la Figura R7-A se detectaron bandas discretas que 
presentaron la movilidad esperada para el tamaño estimado de las respectivas quimeras. 
Para KapFMtr10::GFP se detectó una banda de menor movilidad, aproximadamente 
112kDa, que la que correspondía por su peso molecular teórico de 135kDa. En la 
detección de KapLMsn5::GFP, se observó un patrón repetitivo de cuatro bandas, siendo la 
banda de menor movilidad la que correspondería a su tamaño teórico, 168kDa. Este 
patrón de bandas observado para KapLMsn5::GFP sugiere la existencia de formas 
alternativas o modificaciones postraduccionales en este transportador.  
Figura R7 Análisis de Western blot. A) Resultados 
obtenidos en el análisis de la expresión de los transportadores 
nucleares etiquetados con GFP en el carboxilo terminal, 
utilizando -GFP y -actina como anticuerpos primarios. 
Los pesos moleculares esperados se detallan para cada 
quimera. Se detectó una banda para cada transportador 
etiquetado y su movilidad fue la esperada para el tamaño 
estimado, excepto para KapFMtr10::GFP que fue menor. 
KapLMsn5::GFP presentó un patrón de múltiples bandas. El 
asterisco indica la banda de que correspondería con el 
tamaño teórico para MexAMex67::GFP. B) Análisis de la 
expresión de KapJKap123::GFP y GFP::KapJKap123, utilizando 
-GFP y -actina como anticuerpos primarios. 
KapJKap123::GFP mostró mayor nivel de expresión 
GFP::KapJKap123 y un patrón con varias bandas con pesos 
moleculares. Los tamaños esperados para cada proteína de 
fusión están indicados en la parte inferior de la imagen.
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Como se ha mencionado anteriormente la expresión de KapJKap123::GFP causaba 
defectos en la cepa, pero no la expresión de GFP::KapJKap123. Se procedió entonces a 
comprobar si el fenotipo observado se debía a una incorrecta expresión de la carioferina 
cuando era etiquetada en el carboxilo terminal. En la Figura R7-B se muestra el análisis 
por Western-blot de la expresión en micelio vegetativo de las dos versiones etiquetadas 
de la carioferina KapJKap123. Los niveles de KapIPse1::GFP se utilizaron como control del 
experimento. Mientras que en el extracto de la cepa que expresaba GFP::KapJKap123 
mostró una única banda de la movilidad esperada, se detectó un patrón con bandas 
numerosas de diferentes tamaños para la quimera KapJKap123::GFP, siendo la banda de 
menor movilidad la que correspondía al tamaño teórico. El nivel de proteína detectado 
de KapJKap123::GFP, utilizando la detección de actina como referencia, fue superior al de 
KapJKap123::GFP. Es por la tanto posible que algunas de las múltiples formas 
procedentes de esta quimera sean disfuncionales y al ser expresados a un nivel elevado 
en la célula bloqueé la(s) ruta(s) de transporte en la(s) que esta involucrada. Esta forma 
etiquetada tendría valor para futuros estudios. Para esta tesis continuamos el trabajo con 
la fusión de GFP en el amino terminal. 
Estos resultados muestran que las cepas recombinantes expresan los 
transportadores nucleares fluorescentes de forma estable y con su tamaño esperado por 
lo que se procedió a determinar con más detalle su localización subcelular.  
3.2 Estudio de la localización subcelular de las proteínas 
etiquetadas 
Para determinar la localización subcelular de cada transportador se estudió las 
cepas generadas al microscopio de epifluorescencia. Para ello, las conidiosporas de cada 
cepa se inocularon en medio WMM de microscopía en condiciones selectivas (-UU) 
para asegurar la permanencia del locus quimérico. Las conidias se germinaron y las 
germínulas se desarrollaron en WMM durante 16h a 30ºC (para más detalles ver 
Materiales y Métodos, sección 6). Se prestó especial cuidado en observar células o 
compartimentos conteniendo más de 4 núcleos. Como se indicará en cada caso, para 
completar el estudio de cada transportador se generaron cepas alternativas en las que se 
incluyeron marcadores fluorescentes para visualizar el núcleo, histona H1, el nucleolo, 
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fibrilarina, o el centrosoma (spindle pole body, SPB), con la proteína Nud1citada 
anteriormente (Tabla R7). 
GENOTIPO  RELEVANTE CEPA 
kapB::gfp::pyroAAf  ; nudI::mCh::pyrGAf
kapB::gfp::pyroAAf  ; anFib::mCh::pyroAAf
kapK::gfp::pyroAAf  ; nudI::mCh::pyrGAf 
kapK::gfp::pyroAAf  ; anFib::mCh::pyroAAf
gfp::kapJ ; anFib::mCh:: pyroAAf  
ΔkapJ::riboBAf; anFib::mRFP:: pyrGAf  
ΔkapJ::riboBAf ; hhoA::gfp::pyrGAf









En todas las cepas estudiadas se visualizó fluorescencia en el interior nuclear o en 
asociación con el núcleo y por lo tanto en una primera conclusión determinamos que no 
existe exclusión nuclear para ningún transportador. Los niveles de fluorescencia en los 
núcleos, o los diferentes subcompartimentos nucleares, fueron siempre homogéneos, lo 
que indicaba que la maquinaria se distribuía de forma uniforme en el núcleo y en todos 
los núcleos del sincitio. En la Figura R8 se muestran dos imágenes en escala de grises 
que corresponden a KapCKap104::GFP y KapKCrm1::GFP. En la parte inferior se enseñan 
los respectivos gráficos tridimensionales realizados con el programa de tratamiento de 
imágenes Image J. Los ejes X e Y indican el área analizada y el eje Z refleja la 
intensidad de la fluorescencia detectada El espectro de colores al que se recurrió para 
colorear la gráfica es simbólico y se utilizó para facilitar la visualización de la 
distribución de la fluorescencia. En ambas gráficas se observa que en los núcleos la 
distribución y la intensidad de fluorescencia fueron similares.  
A nivel de la acumulación nuclear definimos dos clases, distribución homogénea 
en el núcleo y acumulación en la envoltura nuclear (ver Resultados sección 3.2.3). 
Independientemente del tipo de distribución nuclear, como se verá a continuación, 
también se detectó fluorescencia en el citoplasma. Entre aquellas cepas cuyos 
transportadores etiquetados mostraban el primer tipo de distribución nuclear 
observamos que los niveles de intensidad entre el compartimento nuclear y el 
citoplásmico variaban, pudiendo observarse desde una elevada acumulación nuclear 
hasta una equilibrada distribución entre ambos compartimentos. Para poder clasificar 
los transportadores según las distribuciones observadas se midieron los niveles de 
Tabla R7. Resumen de las cepas y genotipos relevantes de las cepas doblemente etiquetadas.
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intensidad de fluorescencia del nucleoplasma y del citoplasma tomando diferentes 
regiones en cada compartimento y contabilizando la intensidad de los pixeles en el área 
medida (intensidad del píxel/cm2, n=10 células). Posteriormente se calculó la relación 
que existía entre los niveles de intensidad entre núcleo- y citoplasma. Se clasificaron las 
cepas, y por lo tanto los transportadores etiquetados correspondientes, en aquellas en las 
que se midió una acumulación de fluorescencia en el núcleo igual o mayor de 3 veces 
que la detectada en el citoplasma y, aquellas que mostraron una relación de intensidad 
nuclear/citoplásmica menor de 2. 
Por lo tanto, los transportadores nucleares se clasificaron en tres grupos según su 
distribución: en aquellos que mostraron una localización preferentemente nuclear, 
núcleo-citoplásmica o evidentemente perinuclear.  
Figura R8. Imágenes de KapCKap104::GFP y KapKCrm1::GFP y sus respectivos gráficos 
tridimensionales de análisis de intensidades. Los ejes X e Y marcan el área analizada y el eje Z marca 
la intensidad de fluorescencia. El espectro de colores  se ajusta a un rango de intensidades de 
fluorescencia en la escala y tiene un carácter simbólico. Los niveles de intensidad y su distribución 
fueron similares en todos los núcleos del sincitio. La barra indica 5µm.
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3.2.1 Localización preferentemente nuclear
En esta primera clase se incluyeron KapASrp1, KapCKap104, KapECse1, KapFMtr10, 
KapKCrm1, KapMLos1 y NtfANtf2. Todos estos transportadores nucleares fueron 
visualizados acumulándose principalmente en el núcleo y, aunque en menor medida, 
también en el citoplasma. En estas cepas (Tabla R7) la fluorescencia nuclear fue tres 
veces superior que la detectada en el citoplasma.  
En las imágenes de la Figura R9 se muestran a diferentes núcleos en una misma 
hifa de cada cepa y en la parte inferior, enmarcado, uno de los núcleos aumentado de 
tamaño para observar mejor los detalles de la localización de la fluorescencia. En el 
nucleoplasma se observó exclusión de la fluorescencia de una región con forma circular. 
Como ejemplo se señala con una punta de flecha blanca, dicha región en el núcleo 
aumentado del panel correspondiente a KapFMtr10::GFP. La misma morfología y 
localización de estas estructuras sugería que podía ser el nucleolo. 
A pesar de la ausencia de función de la quimera NtfANtf2::GFP se determinó su 
localización subcelular en células heterocarióticas en las cuales al menos se hubiera 
Figura R9. Transportadores nucleares etiquetados con GFP que se localizan preferentemente en 
el núcleo. En este grupo se encuentran las fusiones KapASrp1::GFP, KapCKap104::GFP, KapECse1::GFP, 
KapFMtr10::GFP, KapKCrm1::GFP, KapMLos1::GFP y NtfANtf2::GFP. La intensidad de fluorescencia en 
el núcleo fue tres veces superior a la detectada en el citoplasma. Las quimeras se distribuyen a lo largo 
de todo el nucleoplasma, dejando un espacio excluido de fluorescencia con forma redondeada en el 
plano. Se muestra en mayor detalle un núcleo aumentado de la cepa que expresa KapFMtr10::GFP. 
Escala de la barra, 5µm.
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producido dos mitosis (4 núcleos). La versión fluorescente de NtfANtf2 se localizó 
preferentemente en el núcleo, del mismo modo que el resto de los miembros de este 
grupo, pero su distribución en el nucleoplasma no fue homogénea ya que se detectaron 
pequeños acúmulos de fluorescencia cercanos a la EN en el 90% de los núcleos (n=20). 
En la imagen correspondiente a NtfANtf2::GFP (Figura R9, NtfA) se muestra la imagen 
de la fluorescencia en dos núcleos de una misma célula y se observa como en el que está 
situado en la parte derecha mostraba las acumulaciones mencionadas y que se señalan 
con puntas de flecha blancas. Igualmente, se observaba la zona de exclusión en el 
nucleoplasma.  
Siete transportadores se distribuyen preferentemente en el núcleo aunque son 
excluidos de lo que parece ser el nucleolo. La regular distribución e intensidad de la 
fluorescencia en todos los núcleos del sincitio indica que las rutas en las que participan 
deben estar activas en todos ellos. Cabe destacar que entre este conjunto de 
transportadores se encuentran tanto importinas como exportinas, lo que indica que la 
función de los transportadores no puede ser deducida de la localización que presenten. 
3.2.2 Localización núcleo-citoplásmica 
Bajo este epígrafe se incluyen los siguientes transportadores etiquetados: 
KapDNmd5, KapGKap114, KapHKap120, KapJKap123, KapLMsn5 y KapNKap122. En la mayoría 
de los casos en el interior del núcleo se detectó más fluorescencia que en el citoplasma, 
aunque en ningún caso el nivel de fluorescencia nuclear llego a duplicar al medido en el 
citoplasma.  
En la Figura R10-A se muestra una selección de imágenes de la distribución de la 
fluorescencia de las carioferinas etiquetadas en al menos dos núcleos de las células 
correspondientes. La intensidad y distribución de la fluorescencia en los núcleos del 
mismo sincitio era similar como se aprecia para KapDNmd5, KapGKap114 y KapHKap120. 
La fluorescencia intranuclear debida a GFP::KapJKap123 se acumulaba rodeando 
estructuras circulares que parecían ser los nucleolos. Esta distribución se estudia con 
mayor detalle más adelante, en este mismo apartado. 
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Las versiones etiquetadas de las carioferinas mostraron una distribución 
homogénea a lo largo del citoplasma, excepto KapNKap122::GFP que mostró un aspecto 
grumoso (Figura R10, KapN). Además, en este caso, los niveles de fluorescencia del 
nucleoplasma y del citoplasma fueron prácticamente idénticos. Para determinar la 
posición de los núcleos se utilizó la tinción con DAPI.  
El aumento de la fluorescencia citoplásmica sugiere un aumento de la función en 
dicho compartimento. La maquinaria de transporte se distribuye de manera homogénea 
y no se acumula en zonas con una alta actividad como el ápice.  
3.2.3 Localización preferentemente perinuclear
Las versiones etiquetadas en el carboxilo terminal de KapBKap95, KapIPse1, 
MexAMex67 y NxtAp15 constituyeron un tercer grupo. Estas proteínas mostraron 
distribución citoplásmica pero se acumularon en la zona perinuclear.  
En la Figura R11-A se muestra una composición realizada con las imágenes 
correspondientes a los trasportadores de este grupo y a la nucleoporina Nic96 etiquetado 
con GFP. KapBKap95::GFP, KapIPse1::GFP, MexAMex67::GFP y NxtAp15::GFP se 
acumularon en la zona perinuclear, de forma similar a la distribución que muestra la 
nucleoporina Nic96::GFP. La distribución de estos transportadores nucleares no fue 
Figura R10 Transportadores nucleares con una localización núcleo-citoplásmica. A) En este 
grupo se encuentran KapDNmd5::GFP, KapGKap114::GFP, KapHKap120::GFP, GFP::KapJKap123,
KapLMsn5::GFP y KapNKap122::GFP. Las puntas de flechas en blanco señalan los núcleos. La imágenes 
correspondiente a GFP::KapJKap123 corresponden a máximas proyecciones de una serie de planos en Z 
tras la deconvolución y mostrado en contraste invertido. La tinción de DAPI se utilizó para determinar 




homogénea por toda la periferia del núcleo como le ocurre a la nucleoporina, 
observándose zonas con mayor y menor acumulación de fluorescencia. La fluorescencia 
presente en el nucleoplasma muestra de nuevo un espacio de exclusión que, podría 
coincidir con la localización del nucleolo. Para una mejor visualización se realizaron 
gráficas 3D con los núcleos seleccionados de las cepas que expresan KapIPse1::GFP y 
MexAMex67::GFP que remarcan el carácter perinuclear de su localización. En la Figura 
R11-B la acumulación de fluorescencia recuerda la forma de un cráter volcánico que 
rodea al núcleo casi por completo.  
Los cuatro transportadores que se agrupan aquí se acumulan en la proximidad de 
la envoltura nuclear, sugiriendo que dicha distribución será mantenida interaccionando 
directa o indirectamente con los componentes del NPC. Puede que esta localización sea 
un mecanismo para facilitar un rápido transporte a través del poro o un mecanismo de 
transporte altamente especializado. Dado que todos los transportadores, 
independientemente de su preferente localización, se distribuyeron en los núcleos 
concluimos que todos los núcleos del sincitio poseen el mecanismo necesario para un 
transporte activo y que la distribución de la maquinaria de transporte es igual en todos 
los núcleos. 
Figura R11 Transportadores nucleares que muestran una localización preferentemente 
perinuclear. A) En este grupo se encuentran las versiones etiquetadas de las proteínas KapBKap95, 




3.2.4 Los transportadores nucleares y el nucleolo
En la mayoría de los núcleos visualizados, en el nucleoplasma, se observó un 
espacio de exclusión de fluorescencia y la forma redondeada de esa zona sugería que 
podría tratarse del nucleolo. Para verificarlo se realizaron colocalizaciones con una 
versión fluorescente de la fibrilarina (An-Fib), que es una proteína eminentemente 
nucleolar. Para este estudio se eligieron tres transportadores como ejemplos de las tres 
distribuciones preferentes observadas. Las cariferinas escogidas fueron: KapKCrm1, 
KapJKap123  y KapBKap95. Las cepas doblemente etiquetadas generadas que coexpresaban 
An-Fib::mCh junto con una de las carioferinas fueron MAD3537 (KapBKap95::GFP), 
MAD3540 (KapKCrm1::GFP) y MAD3594 (GFP::KapJKap123). 
En la Figura R12, se exponen tres paneles que corresponden a cada una de las 
cepas estudiadas. Se muestran las imágenes de las quimeras fluorescentes por separado 
y en escala de grises y la fusión de ambos canales en verde (carioferina::GFP) y 
magenta (An-Fib::mCh). En las imágenes de cada uno de los transportadores 
etiquetados se visualizó la zona de exclusión mencionada (señalado con flechas 
amarillas). Dicho espacio fue ocupado por An-Fib::mCh, por lo que se verificó que la 
estructura redondeada correspondía con el nucleolo. 
En la representación gráfica del análisis de intensidad de fluorescencias realizado 
en cada núcleo se visualizó que la curva de la fluorescencia de An-Fib::mCh (curva 
magenta) coincidió con la disminución de la fluorescencia emitida por los 
transportadores etiquetados (curva verde), así que efectivamente el compartimento del 
que se excluía la fluorescencia de estas proteínas de fusión era el nucleolo. Asimismo, 
en la gráfica se pudo apreciar la distribución que adquiere cada transportador etiquetado 
en el núcleo. En la gráfica A) la localización preferentemente nuclear de 
KapKCrm1::GFP se representa con la curva entre los pixeles 10 y 55 y en la B), hacia los 
pixeles 15 y 55, se visualizaron dos aumentos de intensidad de la fluorescencia de 
KapBKap95::GFP (señalados con puntas de flecha negras) que representan su 
acumulación en las proximidades de la envoltura nuclear.  
Dado que la gráfica en la Figura R12-C confirmó que los máximos de intensidad 
de la fluorescencia de GFP::KapJKap123 se localizaron alrededor del nucleolo y 
recordando las estructuras circulares observadas en anteriores imágenes (sección 3.2.2),  
RESULTADOS 
103 
Figura R12. Estudios de la exclusión nucleolar. Núcleo y gráfica de intensidad de fluorescencia 
representativa del estudio de colocalización de: A) MAD3540 que coexpresa KapKCrm1::GFP y An-
Fib::mCh. B) MAD3537 que coexpresa KapBKap95::GFP y An-Fib::mCh. C) MAD3594 que coexpresa 
GFP::KapJKap123  y An-Fib::mCh. Las quimeras por separado se muestran en escala de grises y en la 
fusión Kap::GFP en verde y An-Fib::mCh en magenta. La grafica se realizó en la línea discontinua 
blanca trazada en el panel de fusión que posee 7m de longitud. Se confirmó que el espacio de 
exclusión de fluorescencia del nucleoplasma era el nucleolo. D) Montaje de imágenes de diversos 
núcleos en el que GFP::KapJKap123 se localiza preferentemente alrededor del nucleolo. E) 
Representación tridimensional de la distribución de la intensidad de la fluorescencia en el núcleo. 
Cada color se ajusta arbitrariamente a un rango de intensidades. GFP::KapJKap123 adquiere forma de 
cráter alrededor del nucleolo. Barra, 5µm.
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se procedió a estudiar en más detalle la distribución de esta carioferina. Para ello se 
estudió su distribución tridimensional, realizando series de planos en Z con una 
distancia entre planos de 0,2m. Las imágenes que se muestran en las Figura R12-D son 
proyecciones de máxima intensidad en contraste invertido de una serie de planos Z tras 
el tratamiento de deconvolución. En un 90% de los núcleos estudiados (n=30) se 
observó a GFP::KapJKap123 rodeando al nucleolo aunque su distribución no era 
homogénea y la fluorescencia siempre permaneció excluida de una pequeña región. En 
la Figura R12-E se muestra una representación tridimensional elaborada del núcleo que 
se presenta a la izquierda. El eje Z muestra la intensidad de fluorescencia detectada y el 
espectro de colores simboliza los diferentes rangos de intensidades. La distribución en 
la periferia no es uniforme (máximo nivel en rojo) y se observa la ausencia de señal 
procedente de la quimera (depresión en la forma 3D).  
La particular distribución de esta carioferina sugiere que ciertas proteínas pueden 
tener un mecanismo de transporte altamente especializado. Su distribución no uniforme 
alrededor del supuesto nucleolo sugiere la existencia de una zona diferenciada de este 
compartimento. No se descarta que haya otros transportadores con una función similar. 
3.2.5 Asociación de los transportadores al SPB
En el estudio sistemático de la localización de los transportadores se observó que 
tanto KapBKap95 como KapKCrm1 se acumulaban en un punto, foci, en la periferia del 
núcleo. Dado que el centrosoma fúngico está embebido en la EN se investigó si la 
posición de dicha acumulación coincidía con la del SPB. Para visualizar el SPB se 
utilizó la proteína Nud1 etiquetada con la proteína roja fluorescente mCherry. Se 
generaron las correspondientes cepas doblemente etiquetadas. MAD3595 coexpresa 
KapBKap95::GFP y Nud1::mCh y MAD3592 KapKCrm1::GFP y Nud1::mCh.  
En la Figura R13 se exponen los paneles de los experimentos de colocalización 
realizados en las dos cepas. Las imágenes correspondientes a las proteínas etiquetadas 
por separado se muestran en escala de grises y contraste invertido. La mezcla de las dos 
imágenes se muestra en color, en verde (Kap::GFP) y en magenta (Nud1:mCh). Tanto 
los acúmulos de las carioferinas como el del SPB fueron señalados con puntas de 
flechas. Cuando se fusionaron las imágenes adquiridas de KapBKap95::GFP y 
Nud1::mCh (Figura R13-A) el acúmulo se visualizó en color blanco indicando que la 
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localización de las proteínas colocalizaba. Se realizó una gráfica tridimensional en la 
que se observó un gran pico que correspondía con un punto de alta intensidad de 
fluorescencia en la que coincidían KapBKap95::GFP (verde) y Nud1::mCh (magenta). 
También es apreciable la distribución de la carioferina en la periferia del núcleo. La 
acumulación de la importina en el SPB sugiere que podría desempeñar alguna 
función más específica en este compartimento que puede estar relacionada o no con el 
transporte.  
En la Figura R13-B, en la mezcla de las imágenes se observa que los puntos de 
acumulación de fluorescencia de KapKCrm1::GFP y Nud1::mCh (señalados con puntas 
de flecha) no colocalizaron en el mismo punto aunque ambos estaban posicionados muy 
próximos entre si. En la gráfica que representa el análisis de intensidad de fluorescencia 
de Nud1::mCh (magenta) y KapKCrm1::GFP (verde) se observan dos curvas cuyos 
máximos no coinciden. Estos resultados muestran que la exportina general no se 
inasocia preferentemente con el SPB.  
Figura R13. Experimento de colocalización de KapBKap95::GFP y KapKCrm1::GFP con el SPB. 
A) La fluorescencia de KapBKap95::GFP y Nud1::mCh colocalizaron en el SPB (MAD3595). Gráfica 
tridimensional del núcleo en la que se observa que en el pico de mayor intensidad colocalizan las 
fluorescencias de ambas proteínas quiméricas. B) Colocalización de KapKCrm1::GFP y Nud1::mCh en 
la cepa MAD3595. La gráfica se realizó en el área que representa la línea discontinua de 5m de 
largo. La acumulación de la exportina no colocalizó con el SPB (señalado con puntas de flecha). Los 
canales por separado se muestran en contraste invertido y en la fusión Kap::GFP en verde y 
Nud1::mCh en magenta. Escala de la barra, 5µm.
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3.3 Estudio de la localización de los transportadores nucleares 
mediante fraccionamiento subcelular 
El estudio de la localización subcelular mostró que los transportadores nucleares 
se distribuyen, en mayor o menor medida, en el núcleo y en el citoplasma y que además 
hay casos en los que aparecen asociados a ciertos compartimentos. Este hecho está de 
acuerdo con la hipótesis de que estas proteínas son el componente soluble de la 
maquinaria de transporte nuclear y que se mueven libremente entre los diferentes 
compartimentos celulares para desarrollar su función. 
Para determinar la presencia de los transportadores en diferentes compartimentos 
celulares se usó la técnica del fraccionamiento celular desarrollada por (Rodríguez-
Galán et al., 2009). Esta técnica se realizó siguiendo el protocolo detallado en 
Materiales y Métodos, sección 4.3. Las fracciones obtenidas fueron; fracción TE 
(extracto total de proteína presente en la muestra), fracción P0,3K (grandes agregados), 
fracciones P13K y P100K (sedimentaron diferentes orgánulos membranosos, como la 
envoltura nuclear, y restos de membranas) y fracción SB100K (proteínas citoplásmicas 
solubles). El correcto fraccionamiento subcelular fue verificado estudiando la 
compartimentalización de la nucleoporina Nup170 como marcador de la envoltura 
nuclear y la ausencia de la hexoquinasa (Rodríguez-Galán et al., 2009) de las fracciones 
que contienen orgánulos, debiendo de acumularse en la fracción que se denomina 
soluble. Se utilizó la proteína Nup170::GFP, expresada en la cepa MAD1312, porque 
se localiza en el NPC tanto en interfase como durante mitosis (Osmani et al., 2006). 
Atendiendo a la anterior clasificación de los diferentes transportadores nucleares, 
en estos experimentos de fraccionamiento se seleccionó estudiar a proteínas etiquetadas 
representativas de cada uno de estos grupos. Así, KapASrp1::GFP muestra una 
localización preferentemente nuclear, KapBKap95::GFP y MexAMex67::GFP se localizan 
preferentemente en la envoltura nuclear y KapLMsn5::GFP y KapDNmd5::GFP poseen una 
localización núcleo-citoplásmica. 
En la Figura R14-A se muestra de manera esquematizada el contenido previsto en 
las fracciones obtenidas y los sedimentos esperados. En la Figura R14-B se muestran 
los resultados obtenidos en los experimentos de fraccionamiento subcelular y la 
localización de los controles de calidad hexoquinasa y Nup170. La hexoquinasa se 
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detectó tanto en extracto total de proteínas como en la fracción soluble, mientras que 
Nup170 se detectó en la fracción que contiene los núcleos. Las cuatro carioferinas 
estudiadas, KapASrp1, KapBKap95, KapDNmd5 y KapLMsn5 se detectaron en todos las 
fracciones celulares, tanto en la fracción de las proteínas solubles citoplásmicas como 
en las diversas fracciones membranosas. Coincidente con Nup170, la distribución de 
MexAMex67::GFP se restringe a la fracción P13K que contiene los núcleos como 
demuestra la localización de la nucleoporina core del NPC Nup170. MexAMex67::GFP 
no fue detectada en la fracción soluble. 
En general, los resultados del fraccionamiento subcelular están de acuerdo con la 
hipótesis de que las carioferinas son transportadores solubles, es decir que pueden 
encontrarse libres en el citoplasma. Aquí descubrimos que en nuestro organismo 
modelo debe existir asociación de estos transportadores y los diferentes orgánulos 
membranosos. La distribución de MexAMex67 parece ser exclusivamente nuclear, y está 
de acuerdo con las imágenes de microscopio donde se visualizan bajos niveles de 
fluorescencia citoplásmica. 
Figura R14. Fraccionamiento celular. A) Esquema del proceso de fraccionamiento celular. B) 
Resultados del fraccionamiento de las cepas MAD2607 (KapASrp1::HA3), MAD2913 
(KapBKap95::GFP), MAD2162 (KapDNmd5::GFP), MAD2652 (KapLMsn5::GFP) y MAD2331 
(MexAMex67::GFP). La hexoquinasa y Nup170 fueron utilizadas como control de las fracciones.
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3.4 Estudio de la localización de NxtA::GFP en la cepa nulo 
mexAMex67
Se ha descrito en otros organismos que el homólogo de MexAMex67 es el principal 
componente del heterocomplejo que media el transporte de mRNAs (Stewart, 2010). En 
Aspergillus MexAMex67 teóricamente interaccionaría con NxtAp15 para formar dicho 
complejo. Como era de esperar se observó que las fusiones etiquetadas de ambos 
transportadores mostraron la misma distribución en la célula localizándose 
preferentemente cercanos a la envoltura nuclear. Se quiso estudiar si la localización 
subcelular de NxtAp15 dependía de la localización de MexAMex67 y para ello se generó 
una cepa, MAD3282, que portaba la construcción nxtAp15::GFP en el fondo mutante 
nulo mexAMex67.
En la Figura R15-A se muestran las cepas MAD1427 (silvestre), MAD3211 
(mexAMex67::riboBAf), MAD2333 (nxtAp15::GFP), MAD3281 y MAD3282 
(mexAMex67::riboBAf y nxtAp15::GFP). Se observa que la cepa MAD3282 exhibió el 
Figura R15. Estudio de la localización de NxtAp15::GFP en mexAMex67. A) Crecimiento en placa 
de las cepas MAD1427 (silvestre), MAD3211 (mexAMex67::riboBAf), MAD2333 (nxtAp15::GFP) y 
MAD3282 (mexAMex67::riboBAf ; nxtAp15::GFP). B) Análisis microscópico de la cepa y MAD3282. 
La localización perinuclear de NxtAp15::GFP (panel superior izquierdo) se perdió y dispersó a lo largo 
del citoplasma cuando era expresada en una cepa con fondo nulo mexAMex67 (paneles derechos). Cierta 
cantidad de proteína quedo retenido en el interior del núcleo (señalado con puntas de flecha blanca). 
Escala de barra, 5µm.
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fenotipo característico de crecimiento reducido y compacto de la cepa mexAMex67. En 
la Figura R15-B se muestra el estudio microscópico realizado de la estirpe. En la 
composición, en los paneles de la izquierda, se muestran las quimeras etiquetadas de 
NxtAp15 y MexAMex67. Ambas proteínas etiquetadas se distribuyeron en la periferia, 
cercanos a la envoltura nuclear. En la imagen que muestra un núcleo de NxtAp15::GFP 
aumentado la mencionada distribución queda señalada con una punta de flecha blanca. 
En los dos paneles de la derecha se observan imágenes adquiridas de NxtAp15::GFP en 
el fondo nulo de mexAMex67. En este fondo mutante la quimera NxtAp15::GFP perdió la 
localización perinuclear y se dispersó a lo largo de todo el citoplasma, aunque quedó 
parcialmente retenido en el nucleoplasma (señalado con puntas de flecha blancas en el 
núcleo aumentado). Estos resultados apoyan la hipótesis de que MexAMex67 y NxtAp15 
también forman un heterodímero en este hongo filamentoso y que la localización 
perinuclear de NxtAp15 depende de la locación de MexAMex67. 
4. Localización subcelular de los transportadores nucleares 
durante mitosis
En los hongos ascomicetos, como A. nidulans y S. cerevisiae, la mitosis es 
cerrada, es decir, la envoltura nuclear permanece integra. Sin embargo, mientras que en 
S. cerevisiae la composición del NPC permanece intacta, en A. nidulans existe un 
desensamblaje parcial del NPC lo que causa cambios en la permeabilidad entre el 
núcleo y el citoplasma (De Souza et al., 2004). Dado que el proceso de transporte activo 
ocurre a través de los NPCs, muy probablemente debería afectar a la localización de los 
transportadores nucleares durante la mitosis.  
Para validar la anterior hipótesis se realizaron experimentos de seguimiento de 
fluorescencia in vivo utilizando el microscopio invertido Leica. En cada experimento se 
adquirió una serie de imágenes a diferentes tiempos de la sección de la célula en la que 
ocurría la mitosis. Para el seguimiento de dos proteínas etiquetadas las imágenes fueron 
tomadas en modo adquisición multidimensional permitiendo adquirir imágenes de 
forma automática a dos longitudes de onda y a diferentes tiempos. Para más detalles ver 
Materiales y Métodos apartado 6. 
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De este estudio se excluyeron las estirpes que expresaban NtfANtf2::GFP y 
KapJKap123::GFP debido a los defectos en la función de estas proteínas. Para facilitar el 
seguimiento de la mitosis de ciertos transportadores se hizo uso de cepas doblemente 
etiquetadas que se listan en la Tabla R8 (para más detalle ver Materiales y Métodos, 
Tabla M1). 
Como observación general cabe destacar que en todos los casos se detectó una 
disminución en los niveles de fluorescencia al comenzar la mitosis y al final del proceso 
los niveles volvieron a recuperarse. Este hecho sugería que los transportadores perdían 
su relación más o menos estrecha con el núcleo y se dispersaban por el citoplasma. 
Estas proteínas, dependiendo del grado de dispersión y el comportamiento durante la 
progresión de la mitosis, fueron clasificaron en tres grupos según muestran; dispersión 
total, dispersión parcial y localizaciones especiales. 
4.1 Transportadores que muestran dispersión total durante mitosis 
En este grupo se encuentran aquellos transportadores cuyo nivel de fluorescencia 
se igualó entre el núcleo y el citoplasma a medida que la mitosis progresaba. Los 
niveles de fluorescencia observados durante G2 volvieron a recuperarse al final de la 
división nuclear, en G1. En este grupo se incluyeron los transportadores KapCKap104, 
KapDNmd5, KapFMtr10, KapGKap114, KapLMsn5, KapNKap122, NxtAp15 y MexAMex67.  
GENOTIPO RELEVANTE CEPA 
kapD::gfp::pyrGAf  ; hhoA::mCh::pyroAAf MAD2853 
kapG::gfp::pyrGAf  ; hhoA::mCh::pyroAAf MAD2854 
kapH::gfp::pyrGAf  ; hhoA::mCh::pyroAAf MAD2855 
kapI::gfp::pyrGAf  ; hhoA::mCh::pyroAAf MAD2654 
kapL::gfp::pyrGAf  ; hhoA::mCh::pyroAAf MAD2653 
kapN::gfp::pyrGAf  ; hhoA::mCh::pyroAAf MAD2856 
kapB::gfp::pyroAAf  ; anFib::mCh::pyroAAf MAD3537 
kapK::gfp::pyroAAf  ; anFib::mCh::pyroAAf  MAD 3540 
kapI::gfp::pyroAAf  ; anFib::mCh::pyroAAf MAD3538 
gfp::kapJ ;  anFib::mCh:: pyroAAf  MAD3594 
gfp::kapJ ; hhoA::mCh::pyroAAf MAD3596 
gfp::kapJ ; kapI::mRFP::pyrGAf MAD3591 
kapH::gfp: pyroAAf  ; nudI::mCh::pyrGAf MAD3564 
Tabla R8. Resumen de las cepas doblemente etiquetadas y genotipos relevantes.
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Para facilitar la observación de la localización de los transportadores núcleo-
citoplásmicos KapDNmd5, KapGKap114, KapLMsn5 y KapNKap122 durante mitosis se utilizó 
la colocalización con el marcador nuclear histona H1 etiquetado con mCherry. Los 
paneles de la Figura R16 son fotogramas de los videos: Video 3 (KapCKap104::GFP), 
Video 4 (KapDNmd5::GFP y HhoA::mCh), Video 6 (KapFMtr10::GFP), Video 7 
(KapGKap114::GFP y HhoA::mCh), Video 11 (KapLMsn5::GFP y HhoA::mCh), Video 15 
(KapNKap122::GFP y HhoA::mCh), Video 13 (MexAMex67::GFP) y Video 14 
(NxtAp15::GFP) (videos adjuntos en el CD). La visualización de KapNKap122::GFP fue 
siempre compleja. El aspecto grumos que mostraba la fluorescencia durante interfase se 
exacerbó durante mitosis. 
Para el resto de transportadores de este grupo, al comienzo de la división celular se 
observó que los niveles de fluorescencia comenzaron a disminuir y a medida que el 
proceso progresaba los niveles entre el núcleo y el citoplasma fueron igualándose. En la 
imagen indicada como referente a la mitosis (M) se observa que la dispersión de la 
fluorescencia nuclear fue completa dejando de distinguirse el nucleoplasma del 
citoplasma. Finalizada la telofase los niveles de fluorescencia observados durante G2 
volvieron a recuperarse en el núcleo. La localización del DNA, y por lo tanto del 
proceso de división nuclear, se siguió gracias a la histona H1 fluorescente (Figura R16).  
El posible heterodímero MexAMex67 y NxtAp15 se dispersa de la periferia del 
núcleo. Como la localización de NxtAp15 es dependiente de MexAMex67 su dispersión 
probablemente será debida a la pérdida de la localización perinuclear de MexAMex67. La 
dispersión durante mitosis de MexAMex67 sugiere que este transportador debe perder el 
nexo de unión con la envoltura nuclear. Por lo tanto dicha interacción, de existir, sería 
con nucleoporinas estructurales externas o con las que poseen repeticiones FxG y que se 
desensamblan del NPC durante esta fase del ciclo celular. La nueva distribución del 
heterodímero MexAMex67/NxtAp15 se mantiene hasta que se recupera la organización del 
NPC en la telofase. 
Figura R16. Grupo de transportadores nucleares que se dispersaron totalmente durante mitosis. 
En esta clase se agruparon las quimeras fluorescentes: KapCKap104::GFP (Video3), KapDNmd5::GFP 
(Video4), KapFMtr10::GFP.(Video 6), KapGKap114::GFP (Video7), KapLMsn5::GFP (Video11), 
KapNKap122::GFP (Video15), MexAMex67::GFP (Video13) y NxtAp15::GFP (Video14). Todos los videos 
se realizaron con imágenes adquiridas a intervalos de 1min. Se indica en cada imagen el tiempo 
transcurrido en minutos y segundos y a la derecha se indica el video al que pertenecen. Los niveles de 
fluorescencia observados durante G2 disminuyeron durante la mitosis (M) hasta igualarse con los del 
citoplasma. Volvieron a recuperarse al final de la división nuclear. Las imagen (M) seleccionada es 





El conjunto de resultados indica que efectivamente algunas de las carioferinas 
deben mantener su asociación con el núcleo gracias a un NPC estructurado. Dicha 
relación podría ser debida a interacciones con sus componentes o al mantenimiento del 
gradiente Ran o al resto de las rutas de transporte. Destacar que la distribución de los 
transportadores durante mitosis no es predecible y que no dependen ni de la función ni 
de la localización de los mismos durante interfase. 
4.2 Transportadores que muestran dispersión parcial durante 
mitosis 
Observamos que para algunos transportadores el nivel de fluorescencia nuclear 
disminuyó en la transición G2/M pero se continuó observando un mayor nivel de 
fluorescencia en los núcleos mitóticos respecto al citoplasma. En este segundo grupo se 
clasificaron las carioferinas KapASrp1, KapBKap95, KapECse1, KapKCrm1 y KapMLos1.  
Las proteínas KapASrp1::GFP, KapECse1::GFP y KapMLos1::GFP se localizan 
preferentemente en el núcleo durante interfase y así mismo se observó de forma más 
evidente su permanencia durante mitosis en este orgánulo. En la Figura R17, los 
primeros tres paneles del montaje corresponden a KapASrp1::GFP, KapECse1::GFP y 
KapMLos1::GFP. En G2, estos transportadores exhibieron una localización 
preferentemente nuclear. Durante la mitosis los niveles de fluorescencia fueron 
disminuyendo aunque no se igualaron con los del citoplasma, es decir que cierta parte 
de fluorescencia quedó acumulada en el nucleoplasma (ver columna identificada con 
M). La distribución observada durante G2 volvió a recuperarse al final de la división 
nuclear. El hecho de que cierta cantidad de fluorescencia nuclear siga siendo apreciable 
a lo largo de la mitosis sugiere que estos transportadores quedan parcialmente retenidos 
en el nucleoplasma independientemente de un transporte activo. Para más detalle ver los 
videos asociados, Video 1 (KapASrp1::GFP), Video 5 (KapECse1::GFP) y Video 12 
(KapMLos1::GFP) respectivamente, que corresponden a los fotogramas mostrados. 
La mitosis de KapBKap95::GFP fue realizada por la Dra Araújo (Araújo-Bazán, 
2008) y es mostrada para tener una idea uniforme del sistema. Durante la mitosis 
KapBKap95::GFP permanece parcialmente retenida en su localización interfásica, es decir 
en la periferia del núcleo. La continua localización perinuclear de KapBKap95::GFP fue 
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de especial interés porque que permitió seguir en detalle el comportamiento de la 
envoltura nuclear durante este proceso celular (Figura R17, panel KapB). Al comienzo 
Figura R17. Grupo de transportadores nucleares que se dispersaron parcialmente durante 
mitosis. A)Se agruparon en esta clase las proteínas quiméricas KapASrp1::GFP (Video1), 
KapBKap95::GFP (Video2), KapECse1::GFP (Video5), KapKCrm1::GFP (Video10 y Video23) y 
KapMLos1::GFP (Video12) (videos adjuntos en el CD). Las imágenes que corresponden con 
KapECse1::GFP, KapMLos1::GFP y KapKCrm1::GFP se muestran en contraste invertido. Los tiempos 
transcurridos entre los fotogramas se representa en minutos y segundos y El video se detalla en el lado 
derecho. Los niveles de fluorescencia observados durante G2 disminuyeron durante la mitosis (M) 
aunque quedaron parcialmente retenidas en el nucleoplasma excepto KapBKap95::GFP que se quedo 
unida a la EN. Volvieron a recuperarse al final de la división nuclear. B) Estudio detallado de 
KapKCrm1::GFP (Video 23, intervalo de tiempo 2seg). La división nuclear es asimétrica por lo que 
primero se forma un núcleo hijo (N1) y con la segunda constricción se forma el segundo núcleo hijo 
(N2) y el compartimento transitorio (C3). Barra, 5m.
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de la mitosis se observó una caída en la intensidad de fluorescencia nuclear (t=3:00). 
Tras unos tres minutos (panel t=5.50) se observó una constricción de la membrana 
nuclear en el punto donde los dos núcleos hijos comenzaron a separarse (punta de flecha 
blanca). A medida que se distanciaban (t=7:30 al t=8:20) se visualizaban los restos de 
membrana nuclear que los mantenía unidos. También se observó un tercer 
compartimiento esférico que se situaba próximo a los vestigios de la envoltura (punta de 
flecha rosa). Este compartimento se situó primeramente junto a uno de los núcleos hijos 
y luego se fue moviendo hacia el centro. Desapareció tras dos minutos (t=11:10) y 
posteriormente (t=14:10) los restos de membrana se fragmentaron y los núcleo hijos 
fueron independientes (t=21:10). La permanente localización perinuclear de la versión 
etiquetada de la importina  durante la mitosis sugiere una estrecha relación entre esta 
carioferina y las nucleoporinas del core, las cuales no se desensamblan del NPC 
durante mitosis.  
El compartimento transitorio visualizado recordó al nucleolo parental y para 
verificar que KapBKap95 decoraba el compartimento donde se dispone este orgánulo 
durante la mitosis se generó una cepa (MAD3537) que coexpresaba KapBKap95::GFP y 
An-Fib::mCh. La intensidad de la fluorescencia de KapBKap95::GFP en esta cepa no fue 
suficiente para poder obtener imágenes de calidad al realizar este experimento.  
El seguimiento de la distribución de KapKCrm1::GFP (Video 10) durante mitosis se 
muestra en la Figura R17 (panel KapK). Al inicio de la mitosis se produjo un cambio en 
la fluorescencia del nucleoplasma. El aspecto homogéneo que mostraba la fluorescencia 
en interfase cambió a un aspecto granular (t=2:00) y posteriormente se condensó 
(t=3:00). Seguidamente el núcleo parental comenzó su división (t=6:30 a t=8:30). Se 
observó una doble constricciones en la membrana nuclear dando lugar así a la 
formación del tercer compartimento situado entre los núcleos hijos (punta de flecha 
rosa). Se estudió la distribución de KapKCrm1::GFP desde el momento en el que el 
núcleo cambia de morfología hasta que se divide. Para ello se realizó un video 
(Video23) a partir de imágenes adquiridas cada 2 segundos. Se observó que la división 
del núcleo no es un proceso simétrico (Figura R17-B). En primer lugar se produjo una 
constricción en el extremo del núcleo que causó la compartimentalización del núcleo 
hijo 1 (N1) (t=0:28). Posteriormente se produjo una segunda constricción que diferenció 
el segundo núcleo hijo (N2) del compartimente transitorio (C3) en el que supuestamente 
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se encuentra el nucleolo. Según la mitosis progresaba la fluorescencia de 
Figura R18. Experimento de colocalización de KapKCrm1::GFP y An-Fib::mCh. A) Montaje de 
los fotogramas del Video16, adquiridos cada 20 segundos. Las imágenes correspondientes a 
KapKCrm1::GFP se muestran en escala de grises y contraste invertido para su óptima visualización. Se 
indican el tiempo transcurrido en minutos y segundos. En el fotograma del 1:40 se muestra en más 
detalle un núcleo aumentado. Durante la mitosis KapKCrm1::GFP quedó retenido en el nucleoplasma y 
se distribuyó en los núcleos hijos cuando el DNA es segregado. B) El kimograma corresponde a una 
línea de 19m de largo y 17 fotogramas que corresponden con 5:40min. KapKCrm1::GFP se representó 
en verde y An-Fib::mCh en magenta. En primer lugar se distribuyó KapKCrm1::GFP en los núcleo 
hijos y posteriormente lo hizo An-Fib::mCh. Barra, 5m.
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KapKCrm1::GFP fue saliendo del compartimente transitorio y entrando al N2 (t=1:12 y 
t=1:20) hasta que la redistribución fue total y el tercer compartimento dejó de 
visualizarse (t=1:52).  
Para verificar la naturaleza de este compartimento, se llevaron a cabo 
experimentos de colocalización de las proteínas KapKCrm1::GFP y An-Fib::mCh 
coexpresadas en la cepa MAD3540. En la Figura R18-A, en los fotogramas obtenidos 
del Video 16 (KapKCrm1::GFP y An-Fib::mCh), se puede observar como 
KapKCrm1::GFP permanecía en el nucleoplasma parental y en el de los núcleos hijos, y 
que efectivamente estaba ausente de la región que marcaba la fibrilarina fluorescente, es 
decir el nucleolo parental (ver imagen aumentada del núcleo en la parte inferior del 
panel de fusión t=1:40). La exclusión nucleolar de KapKCrm1::GFP durante mitosis 
concuerda con la distribución visualizada en interfase (sección 3.2.4 de Resultados). Los 
niveles de fluorescencia de KapKCrm1::GFP se recuperaron en los núcleos hijos tan 
pronto estos se separaron, pero como puede observarse en panel de fusión de los dos 
siguientes fotogramas (t =2:00 y t =02:40) la recuperación de la fluorescencia de An-
Fib::mCh en los núcleos hijos se demoró en más de un minuto. En el kimograma 
correspondiente a estas secuencias se puede observar que la exportina general 
permanece en el nucleoplasma parental de los hijos, y está ausente del nucleolo en todo 
momento, desde el momento previo al inicio de su desensamblaje hasta su 
reorganización en las nuevas regiones NOR. La localización de KapKCrm1::GFP en la 
división nuclear indica que esta carioferina puede estar relacionada con procesos que 
ocurran en el nucleoplasma de los núcleos hijos, pero no en el nucleoplasma remanente 
en el nucleolo parental.  
Los resultados muestran que ciertos transportadores permanecen asociados con el 
núcleo durante la mitosis suscitando así diferentes hipótesis sobre la relación función y 
organización de los sistemas de transporte en este momento del ciclo celular que se 
discutirán más adelante 
4.3 Localizaciones específicas durante mitosis 
El comportamiento de tres carioferinas (KapHKap120, KapIPse1, KapJKap123) difiere 
notablemente de los anteriormente descritos ya que presentan una localización muy 
específica durante mitosis y totalmente diferente a la que muestran en interfase.  
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4.3.1  Carioferinas relacionadas con el nucleolo
En la mitosis semiabierta de Aspergillus nidulans el nucleolo parental es 
expulsado al citoplasma y se mantiene intacto hasta que en la telofase comienza a 
desensamblar secuencialmente sus componentes y se reensamblarlos en los nucleolos 
hijos (Ukil et al., 2009) (Figura R19). 
Se tuvo un especial interés en estudiar la mitosis de KapJKap123 dado que la 
localización durante interfase mostraba una relación estrecha de esta carioferina con el 
nucleolo. En primer lugar se procedió a estudiar la distribución de GFP::KapJKap123
respecto al núcleo en división. Para ello se realizaron experimentos de colocalización de 
las fusiones de GFP::KapJKap123 y la proteína nuclear histona H1 etiquetada con al 
proteína roja mCherry utilizando para ello la cepa MAD3596 (Materiales y Métodos, 
Tabla M1). En la Figura R20-A, en el primer fotograma se observa el comienzo de la 
segregación del DNA lo que indicó que la imagen correspondía con una anafase 
temprana. La localización de GFP::KapJKap123 cambió a medida que los núcleos hijos se 
iban separando (t=0:39), así en el citoplasma se visualizó una acumulación de 
fluorescencia procedente de GFP::KapJKap123 que fue condensándose hasta que en la 
telofase/G1 (t=0:59), se concentró en un único punto. Según se progresaba en G1 
(t=1:19 a la t=3:39) la acumulación puntual de GFP::KapJKap123 fue disminuyendo de 
intensidad y recuperando su localización en los núcleos hijos. Estos resultados indican 
Figura R19. Esquema de la 
segregación nucleolar de Aspergillus 
nidulans. En G2 el DNA está rodeado 
por la envoltura nuclear (círculo 
continuo negro). En la entrada de la 
mitosis los NPCs se desensamblan 
parcialmente permeabilizando la EN 
(línea negra discontinua). En anafase, las 
NOR son removidas del nucleolo 
(cuadrado negro) y segregadas junto al 
DNA. En telofase el nucleolo se excluya 
al citoplasma. En G1 el NPC se 
reensambla, por lo que se reestablece el 
transporte nuclear en los núcleos hijos y 
el DNA segregado se descondensa. El 
nucleolo citoplásmico parental se 
desensambla y sus proteínas son 
reensambladas en los nucleolos hijos.
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que una vez separados los núcleos hijos, KapJKap123 se acumula en un punto 
citoplásmico que se sitúa entre ambos compartimentos. 
La acumulación citoplásmica en la que se concentró GFP::KapJKap123 debería ser el 
nucleolo parental. Para verificarlo se estudio la mitosis en la cepa MAD3594 que 
coexpresaba GFP::KapJKap123 y la proteína nucleolar fibrilarina etiquetada (An-
Fib::mCh). En la Figura R20-B se muestran los fotogramas correspondientes al Video 
20, adquiridas cada 15 segundos. En la primera imagen, que corresponde con G2, se 
visualizó la acumulación de GFP::KapJKap123 alrededor del nucleolo. Casi dos minutos 
más tarde (t=1:44) GFP::KapJKap123 se condensó en un único punto que coincidió con la 
localización de An-Fib::mCh. En este momento se observaron por primera vez dos 
puntos de emisión de fluorescencia roja a cada lado de la acumulación inicial y que 
correspondían con la redistribución de la fibrilarina::mCh en los nucleolos hijos. Las 
quimeras etiquetadas coincidieron en el nucleolo citoplásmico tres minutos (de los 
fotograma t=1:59 al t=4:44) aunque la intensidad de la fluorescencia emitida por ambas 
fue disminuyendo a medida que la intensidad de la fibrilarina etiquetada de los 
nucleolos hijos iba aumentando. De acuerdo con el esquema mostrado en la Figura R19 
en G1 (t=4:59), la fibrilarina etiquetada se redistribuyó desde el nucleolo parental a los 
nucleolos hijos y donde GFP::KapJKap123  recuperó su localización perinucleolar. Estos 
resultados muestran que GFP::KapJKap123 se acumula en el nucleolo parental durante el 
periodo de tiempo en el que la fibrilarina migra desde este compartimento parental hasta 
su reensamblaje en las NOR de los núcleos hijos.  
Figura R20. Estudio de la localización de GFP::KapJKap123 durante mitosis. A) Fotogramas del 
experimento de colocalización de GFP::KapJKap123 y HhoA::mCh (Video 21, intervalo de imágenes 
20seg). Las cifras indican el tiempo transcurrido y las imágenes correspondientes a GFP::KapJKap123 se 
muestran en contraste invertido. De los fotogramas de t=1:59 al t=4:29 se visualizó la acumulación de 
fluorescencia de la carioferina etiquetada entre los núcleos hijos. B) Imágenes del experimento de 
colocalización de GFP::KapJKap123 y An-Fib::mCh. Las imágenes correspondientes a GFP::KapJKap123
se muestran en contraste invertido para su óptima visualización. De los fotogramas de t=1:59 al t=4:29 
se visualizó la presencia de ambas proteínas en el nucleolo parental, aunque su intensidad disminuyó 
mientras los niveles de An-Fib::mCh se fueron intensificando en los nucleolos hijos. GFP::KapJKap123 
recuperó su localización tras finalizar la mitosis. Se visualizó la presencia de ambas proteínas en el 
nucleolo parental, aunque su intensidad disminuyó mientras los niveles de An-Fib::mCh se fueron 
intensificando en los nucleolos hijos. GFP::KapJKap123  recuperó su localización tras finalizar la 
mitosis. C) Las gráficas representan los niveles de intensidad de fluorescencia de las quimeras, el pico 
central muestra la localización de ambas en el nucleolo y los picos de los extremos, en color rojo, el 
reensamblaje de la fibrilarina en los núcleos hijos. D) El kimograma se realizó sobre una región de 
17m de largo y 25 fotogramas que corresponden a un tiempo total de 6:15min. KapJ y la se localiza 
en el nucleolo parental mientras se desensambla. Barra, 5m.
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En la Figura R20-C, se muestran graficas tridimensionales realizadas con algunos 
de los fotogramas. La grafica del t=0:00 corresponde con la imagen de G2 y en ella se 
observó una alta intensidad de fluorescencia emitida por An-Fib::mCh y la distribución 
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de GFP::KapJKap123 a su alrededor. En las graficas que corresponde a los fotograma del 
t=2:29, t=3:59 y t=4:29 la fluorescencia emitida por las dos quimeras en el nucleolo 
parental fue disminuyendo mientras la fluorescencia de la fibrilarina etiquetada 
observada en los nucleolos hijos, los picos rojos de los extremos, fue aumentando. En la 
grafica del t=5:59 el punto de fluorescencia citoplásmica no se observó y ambas 
quimeras recuperaron su localización interfásica, An-Fib::mCh en el nucleolo y 
GFP::KapJKap123 rodeándolo.  
Mediante un kimograma se procedió a analizar el cambio de localización de las 
quimeras a lo largo de la mitosis (Figura R20-D). Este análisis se realizó en la región de 
la célula que indica la línea amarilla discontinua trazada en la última imagen del panel 
de la fusión de la Figura R20-C. En el kimograma se observa la acumulación de 
GFP::KapJKap123 en el nucleolo parental en donde colocaliza con la fibrilarina 
(magenta). Instantes después de su colocalización la fibrilarina comenzó a migrar desde 
el nucleolo citoplásmico a los nucleolos hijos. Una vez la fibrilarina ha abandonado el 
nucleolo parental, ambas proteínas quiméricas recuperaron su localización interfásica.  
Figura R21 Estudio de la localización de KapIPse1::GFP durante mitosis. A) Fotogramas en 
contraste invertido correspondientes a la filmación de KapIPse1::GFP, (Video 9, intervalo de imágenes 
1min). Nótese que la localización perinuclear se perdió y apareció una acumulación transitoria que 
duró dos minutos y que volvió a desaparecer. La localización inicial de la carioferina se recuperó en 
G1. B) Imágenes del experimento de colocalización de KapIPse1::GFP y HhoA::mCh (Video 19). Las 
cifras indican el tiempo transcurrido en minutos y segundos. Las imágenes correspondientes a 
KapIPse1::GFP se muestran en contraste invertido para su óptima visualización. La acumulación 
citoplásmica de la carioferina se visualizó en t=1:29 y desapareció en el t=3:29. Barra, 5m.
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Dado el papel redundante de Kap123p y Pse1p en S. cerevisiae, prestamos una 
mayor atención a la distribución de KapIPse1 durante mitosis para compararla con la 
observada para KapJKap123.  
La distribución de KapIPse1::GFP durante mitosis se observó inicialmente 
utilizando la cepa MAD2325 (Tabla M1) (Figura R21-A). Al iniciarse la mitosis 
(t=10:00) se visualizó la dispersión por el citoplasma de KapIPse1::GFP desde su 
localización perinuclear. A continuación se observó que KapIPse1::GFP se acumuló en 
una estructura con forma circular (t =12:00), donde se mantuvo aproximadamente dos 
minutos, transcurridos estos los niveles de fluorescencia volvieron a igualarse con el 
resto de la célula (t=13:00). En la imagen correspondiente a G1 (t=26:00) KapIPse1::GFP 
recuperó la localización perinuclear visualizada en interfase. Estos resultados indicaban 
que durante la mitosis KapIPse1  perdía su localización perinuclear para mostrar una 
localización específica durante mitosis, muy probablemente, como se ha visto 
anteriormente en el interior del nucleolo.  
El estudio conjunto de la localización de KapIPse1::GFP y HhoA::mCh, utilizando 
la cepa MAD2654, mostró que ese compartimento no era ninguno de los núcleos hijos. 
Durante profase/metafase (t=0:00) KapIPse1::GFP ya había perdido su localización 
perinuclear mientras que se observó la condensación de la cromatina iluminada por la 
proteína HhoA::mCh. Finalizada la anafase (t=1:29), se visualizaron dos núcleos hijos y 
entre ambas la acumulación temporal de KapIPse1::GFP en el posible nucleolo (t=3:29). 
A medida que cada núcleo hijo progresaba en G1 (t=6:59) KapIPse1::GFP recuperó su 
localización perinuclear (Figura R21-B).  
Para verificar que KapIPse1::GFP se localiza temporalmente en el nucleolo se 
realizaron experimentos de colocalización con la proteína nucleolar fibrilarina. En la 
Figura R22-A, se muestra una secuencia de imágenes procedentes del Video 18. En G2 
(t=0:00) se visualizó la distribución perinuclear de KapIPse1::GFP y su exclusión 
nucleolar. Al inicio de la mitosis (t=7:59) KapIPse1::GFP perdió su localización y se 
dispersó en el citoplasma. En este momento la fluorescencia de la fibrilarina etiquetada 
cambio de forma y se estrechó, lo cual es característico del nucleolo durante la telofase 
(Ukil et al., 2009). Más tarde (t=8.30) KapIPse1::GFP se acumuló en el nucleolo 
parental citoplásmico junto a An-Fib::mCh. Al igual que se visualizó en el estudio de 
GFP::KapJKap123, la acumulación de la importina en el nucleolo coincidió con el 
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comienzo de la salida de la fibrilarina. Aunque las quimeras se mantuvieron en el 
Figura R22. Estudios de la localización de KapIPse1::GFP durante mitosis A) Imágenes del 
experimento de colocalización de KapIPse1::GFP y An-Fib::mCh. Durante mitosis (Video 18, intervalo 
de tiempo 30seg). La composición muestra en la parte izquierda la fusión de ambas fluorescencias en 
color y en la derecha los canales individuales en escala de grises y KapIPse1::GFP en contraste 
invertido. Las cifras indican el tiempo transcurrido en minutos y segundos. De los fotogramas de 
t=8:30 al t=10:30 se visualizó la presencia de las dos proteínas en el nucleolo y la disminución de 
intensidad de ambas quimeras en este compartimento hasta que la fibrilarina se reensambló en los 
nuevos nucleolos. B) Representación gráfica de los fotogramas que representan los niveles de 
intensidad de fluorescencia quimeras de las en el nucleolo parental citoplásmico y su redistribución en 
los núcleos hijos. Página siguiente
RESULTADOS 
124 
nucleolo parental durante dos minutos sus intensidades disminuyeron (t=8:30 al 
t=11:00) hasta que An-Fib::mCh se reensambló por completo en las NOR de los núcleos 
hijos y KapIPse1::GFP recuperó su localización perinuclear (t=16:30). En la Figura R22-
B se muestran gráficas tridimensionales de los tiempos indicados en los que se visualiza 
la intensidad de fluorescencia de ambas quimeras y su disposición celular. La 
colocalización de las proteínas fluorescentes queda representada, en el pico de mayor 
intensidad coloreado de amarillo, y el reensamblaje de la fibrilarina en las NOR de los 
núcleos hijos por los dos picos rojos en los extremos.  
Nuevamente un kimograma (Figura R22-C) muestra la exclusión de KapIPse1::GFP 
en G2, la perdida de localización al comienzo de la mitosis y la acumulación en el 
nucleolo parental junto con An-Fib::mCh. En este preciso momento la fibrilarina 
comenzó su redistribución, finalizando el proceso con la relocalización de ambas 
quimeras en los núcleos hijos en la misma distribución que en G2. Estos resultados 
demuestran que KapIPse1 se acumula en el nucleolo citoplasma parental coincidiendo 
con el proceso de migración citoplásmica de la fibrilarina.  
Dada la similitud en las distribuciones de KapIPse1 y KapJKap123 durante mitosis, se 
quiso determinar si ambas coincidían en el nucleolo parental durante su desensamblaje. 
Para ello se generó una cepa, MAD3591, que expresaba las fusiones GFP::KapJKap123 y 
KapIPse1::mRFP. Aunque el tiempo de exposición necesario para adquirir las imágenes 
fue muy alto y esto dificultó la obtención de una buena serie de fotogramas se logró 
reconstruir un video representativo de la distribución durante la mitosis de ambas 
quimeras. En las imágenes de la Figura R23 se observan dos células cuyos núcleos 
comienzan a dividirse. Las imágenes correspondientes a GFP::KapJKap123 se muestran en 
color verde y las de KapIPse1::mRFP en rojo. En el panel superior se visualiza la fusión 
de la señal de fluorescencia procedente de cada quimera. En G2 se visualizó la 
distribución perinuclear de KapIPse1::mRFP y la acumulación de GFP::KapJKap123 
alrededor del nucleolo. Ambas proteínas etiquetadas cambiaron de localización durante 
la mitosis (t=9:59 y t=10:59). Desde el fotograma t=11:59 hasta el t=15:59 se visualizó 
la colocalización de las quimeras KapIPse1::mRFP y GFP::KapJKap123 en el nucleolo 
C) El kimograma corresponde a una línea de 19m de largo y 34 fotogramas que corresponden con 
17min. La línea magenta central representa el nucleolo inicial y los dos de los extremos los nucleolos 
hijos. La línea verde (KapIPse1::GFP) colocaliza con la magenta (An-Fib::mCh) durante el tiempo se 
desensambla en nucleolo parental. Barra, 5m.
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citoplásmico parental. Una vez completada el desensamblaje del nucleolo parental se 
observa que ambas carioferinas comenzaron a dispersarse y recuperaron su localización 
interfásica en los núcleos hijos de forma también simultánea. Por lo tanto, es muy 
probable que estas dos carioferinas posean una actividad conjunta en el nucleolo 
parental durante mitosis. No se puede descartar una ruta de transporte conjunta en 
interfase, siendo en esta fase a través de dos localizaciones completamente diferentes, 
KapJ en el interior nuclear en la proximidad del nucleolo y KapI en la periferia nuclear 
(ver discusión).  
4.3.2 KapH una carioferina relacionada con el huso mitótico
El proceso de separación de las cromátidas esta mediado por el huso mitótico. Esta 
estructura tan dinámica está compuesta principalmente por microtúbulos y decorada por 
una gran variedad de proteínas que median su acción. Los microtúbulos que se 
extienden desde los polos hasta los cinetocoros de los cromosomas. Al comienzo de la 
mitosis la tubulina y dineína citoplásmica entra por difusión al interior del núcleo, los 
microtúbulos comienzan a nuclearse desde los SPB bipolares y se van alargando hasta 
unir los cinetocoros de los cromosomas mediante el mecanismo de busca y captura 
(Blower et al., 2005). A mediada que los núcleos hijos se separan el huso mitótico se va 
alargando hasta que finalmente se rompe (De Souza and Osmani, 2007) y mientras las 
Figura R23. Experimento de colocalización de GFP::KapJKap123 y KapIPse1::mRFP durante 
mitosis. (Video 22, intervalo de tiempo 1min). La composición muestra en la parte superior la fusión 
de ambas fluorescencias y en la parte inferior GFP::KapJKap123 en verde y KapIPse1::mRFP en rojo. Las 
cifras indican el tiempo transcurrido en minutos y segundos. Las dos fusiones fluorescentes cambiaron 
de distribución, colocalizaron en el nucleolo parental citoplásmico (señalado con puntas de flechas 
blancas) y recuperaron su localización al mismo tiempo. Barra, m.
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cromátidas migran hacia polos opuestos gracias a las proteínas asociadas (Jaspersen and 
Winey, 2004). Hemos encontrado que KapH decora el huso mitótico.  
La distribución de KapHKap120 durante la mitosis se estudió en la cepa MAD2855 
que porta las fusiones KapHKap120::GFP y la histona H1 fluorescente, HhoA::mCh 
(Figura R24-A). El seguimiento de la HhoA::mCh sirvió para reconocer las diferentes 
fases de la mitosis. Al inicio de la mitosis la localización nuclear de KapHKap120::GFP se 
dispersó y comenzó a concentrarse en un punto en el nucleoplasma (imagen, t=1:00). El 
agregado visualizado en profase se concentró aun más durante la metafase (t=1:31) y 
adquirió una forma alargada. Esta estructura fue alargándose y posicionándose entre los 
núcleos hijos (t=2:00). En G1 KapHKap120::GFP recuperó su distribución núcleo-
citoplásmica inicial. Esto resultados sugerían que KapHKap120 estaba asociándose con el 
huso mitótico. 
Para su demostración, se generó una cepa que portaba fusiones fluorescentes de la 
-tubulina y de KapHKap120. La cepa fue generada pero KapHKap120::mRFP no era 
estable y como la -TubA solo puede ser fusionada a GFP, por el mismo problema de 
estabilidad, esta cepa no pudo ser estudiada y modificamos nuestra estrategia. Se utilizó 
entonces la proteína Nud1 que es un componente del centrosoma fúngico o spindle pole 
body (SPB) (Xiong and Oakley, 2009). La cepa doblemente etiquetada, MAD3564, 
expresa las fusiones KapHKap120::GFP y Nud1::mCh. En la Figura R24-B se muestran 
tres fotogramas correspondientes a las fases G2, Mitosis y G1 del Video 17 en las que 
se observa una hifa con cuatro núcleos. Para facilitar el seguimiento del proceso en la  
Figura R24-C se muestran la mitosis de los núcleos indicados con los números 1 y 
2. En la mitosis del núcleo 1 se observa que KapHKap120::GFP comenzó a acumularse en 
la proximidad del SPB, pero no se observó una colocalización exacta (ver imagen 
t=2:29, y el comentario más abajo). La acumulación de KapHKap120::GFP continuó entre 
los dos SPBs tras su duplicación (t=2:59). Cada SPB migró a un polo opuesto del 
núcleo mitótico y durante este proceso se continuó observando la fluorescencia 
KapHKap120::GFP entre ambos (t=3:29 al t=6:59). Finalmente, y posiblemente 
coincidente con la telofase, como se observó anteriormente en colocalización con la 
histona H1, la proteína KapH se dispersó de nuevo (t=7:29). En las imágenes mostradas 
del núcleo 2 se visualiza el mismo proceso que en el núcleo 1 aunque se visualiza mejor 
la condensación inicial de KapHKap120::GFP cercano al SPB duplicado y su alargamiento 
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Figura R24. Estudio de la localización de KapHKap120::GFP durante mitosis. A) Colocalización de 
KapHKap120::GFP y HhoA::mCh durante mitosis (Video 8, intervalo de imágenes 30seg). El montaje 
muestra a las quimeras etiquetadas en escala de grises y a KapHKap120::GFP en contraste invertido. El 
tiempo se representa en minutos y segundos. KapHKap120::GFP se acumuló en un punto transitorio al 
inicio de la mitosis y se fue alargando mientras se formaban los núcleos hijos (marcado con punta de 
flecha negra). Página siguiente
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a medida que los MTOC nucleares se van separando. Estos resultados son congruentes 
con nuestra hipótesis que KapHKap120::GFP se asocia con el huso mitótico. 
KapHKap120::GFP mostró estar relacionado con los SPB mitóticos pero no 
colocalizaron. Para una mejor visualización se generó un gráfico tridimensional 
utilizando la serie de imágenes correspondientes a la mitosis del núcleo 3 (Figura R24-
D). Se observa a Nud1::mCh marcando la posición de los SPB, que son representados 
como dos picos magentas en los extremos, y KapHKap120::GFP uniendo ambos picos en 
color verde.  
B) Colocalización de KapHKap120::GFP y Nud1::mCh durante mitosis (Video 17 intervalo de tiempo 
30seg). La composición muestra en la parte superior la fusión de ambas fluorescencias en color y en la 
parte inferior los canales individuales en escala de grises y en contraste invertido. El tiempo se 
representa en minutos y segundos. KapHKap120::GFP se acumuló en un punto muy próximo al SPB 
antes de su división y se fue alargando a medida que los SPB se iban separando (marcados con líneas). 
C) Imágenes de los núcleos 1 y 2 aumentados. D) Gráfica tridimensional en colores originales del 





1. ¿Quién y cómo realiza el transporte núcleo-citoplásmico de 
macromoléculas en una célula multinucleada?
1.1 La maquinaria molecular.
El trabajo realizado en esta tesis doctoral ha permitido determinar que Aspergillus 
nidulans dispone de una batería de 17 transportadores nucleares que guardan una gran 
similitud en sus estructuras primarias y distribución de dominios a los previamente 
descritos en otros organismos eucariotas. Las identificaciones realizadas se han basado 
en búsquedas in silico por lo que no se puede descartar la existencia de genes que 
codifiquen para transportadores específicos de este hongo. Se precisa por lo tanto de 
estudios de genética clásica que se enfoquen hacia su búsqueda aunque es muy probable 
que ésta no sea la aproximación experimental más adecuada, a tenor de los resultados 
obtenidos en este trabajo que no han permitido definir fenotipos para muchas de las 
Kaps y por la ausencia de mutaciones en genes con una posible función como 
transportador en la base de datos de mutantes.  
El hecho de que los transportadores nucleares estén conservados entre eucariotas 
superiores e inferiores (Sorokin et al., 2007) y tanto en células mononucleadas como 
multinucleadas sugiere que esta maquinaria molecular de transporte debe ser muy 
eficiente tanto para ambos tipos de organización celular. Es posible que pequeñas 
regiones dentro de cada transportador marquen una especificidad en cuanto a su función 
en una célula uni- o multinucleada.  
En cuanto a la composición de la maquinaria de transporte hemos encontrado dos 
diferencias principales. En este hongo filamentoso tiene una carioferina menos que el 
ascomiceto levaduriforme S. cerevisiae (Mosammaparast and Pemberton, 2004). Tanto 
en S. cerevisiae como en H. sapiens, los dos genomas cuyos sistemas de transporte han 
sido elegidos como modelos para este estudio, existen dos carioferinas muy similares en 
sus secuencias que se encargan de mediar una serie de rutas de importación nuclear, 
Nmd5p/Imp-7 (Chachami et al., 2009;Ferrigno et al., 1998) y Sxm1p/Imp-8 (Schreck et 
al., 2011). Ambas rutas de transporte deben concentrarse en el único posible homólogo 
en A. nidulans, KapDNmd5. Las restantes rutas mediadas por carioferinas están 
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conservadas entre los tres organismos, aunque como ya se señala en los resultados los 
hongos, con un menor contenido génico también carecen de algunas de los 
transportadores identificados en humanos y en otros metazoos (Kohler et al., 1999). 
La segunda diferencia es la ausencia de un homólogo para Mtr2p en Aspergillus. 
No obstante, hemos encontrado y estudiado a NxtAp15, una proteína similar a NXT/p15 
de H. sapiens y que supuestamente debe realizar la misma función. De hecho, en 
estudios previos realizados por otros grupos Mtr2p parece ser una proteína específica de 
S. cerevisiae, por lo tanto el sistema que media NxtA debe ser más parecido al que 
ocurre en metazoos. Así, de forma similar al mecanismo definido en otros organismos 
(Stewart, 2010), NxtAp15 debe formar un heterodímero con MexAMex67 para mediar la 
exportación al citoplasma de mRNAs maduros. Este proceso es más complicado que el 
simple mecanismo general de reconocimiento de la carga y está altamente regulado ya 
que existen diversos pasos de modificación en cadena de los mRNAs sintetizados de 
novo previos a su translocación al citoplasma puesto que estas moléculas tienen que 
madurar en el nucleoplasma antes de ser exportadas (Dossani et al., 2009). Uno de los 
pasos esenciales de la maduración del mRNA es el splicing(Kohler and Hurt, 
2007;Reed and Magni, 2001). Se ha descrito que en metazoos este paso es un requisito 
esencial para el reclutamiento del heterodímero TAP/p15 (Katahira and Yoneda, 
2009;Kelly and Corbett, 2009). Aspergillus, a diferencia de S. cerevisiae, posee intrones 
en sus genes por lo que es previsible que el procesamiento de mRNAs, el proceso de 
transporte y sus componentes sean más similares a los de eucariotas superiores que a los 
de la levadura.  
1.2 La localización durante interfase en células vegetativas 
Una vez conocidos los elementos que constituyen la maquinaría de transporte es 
fundamental, desde el punto biológico, definir la función de las proteínas en el contexto 
de su organización en el ambiente celular. Mientras que era previsible la localización de 
los elementos del NPC en la envoltura nuclear (Espeso and Osmani, 2008;Osmani et al., 
2006) se vaticinaban nuevas expectativas al determinar la localización celular de cada 
uno de los transportadores en un organismo multinucleado.  
La presencia y distribución uniforme de los transportadores en todos los núcleos 
del sincitio indica que cada núcleo posee la maquinaria necesaria y por lo tanto el 
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potencial para realizar el transporte activo de macromoléculas con el citoplasma. Este 
hecho ayuda a la comprensión de la dinámica del transporte sincronizado de las 
proteínas y otras cargas al interior de los diferentes núcleos. Algunas de estas cargas se 
han estudiado en el laboratorio, como es el caso del factor de transcripción que regula la 
respuesta al pH ambiental PacC (Fernández-Martinez, 2007;Mingot et al., 2001a), la 
proteína VeA que media morfogénesis del conidióforo dependiente de la luz (Araújo-
Bazán et al., 2009;Stinnett et al., 2007), el factor de transcripción que regula la ruta de 
asimilación de nitrato NirA (Bernreiter et al., 2007) o la proteína organizadora de 
nucleosomas NapB (Araújo-Bazán et al., 2008). Para todos estos casos hemos definido 
el transporte simultáneo al interior de los núcleos infiriendo que la respuesta 
transcripcional ocurre de forma integrada y concertada entre todo el sincitio, lo que 
permitiría al hongo responder al estimulo ambiental o interno en cualquier 
compartimento celular vegetativo estando más o menos alejado del punto de 
crecimiento activo, el ápice. Por otro lado esta distribución de la maquinaria de 
transporte ayuda a comprender por qué es posible mantener la heterocariosis en el 
hongo, dado que las cargas producidas por diferentes núcleos son transportadas 
indistintamente a cada uno de ellos.  
¿No existen, por lo tanto, diferencias entre los núcleos del sincitio? La respuesta a 
esta pregunta puede ser proporcionada por la distribución de un factor transcripcional 
determinante para el desarrollo de estructuras reproductivas en la colonia. Hemos 
encontrado un ejemplo de reparto asimétrico de un factor transcripcional, la localización 
apical y en el núcleo más próximo al ápice del factor bZIP FlbB (Etxebeste et al., 2008). 
Aunque se desconocen los mecanismos que lo gobiernan, su especial localización 
evidencia la presencia de elementos reguladores o activadores de la maquinaria de 
transporte dependiente de localización en el sincitio que es capaz de discriminar entre 
los diferentes cargos.  
Además de su presencia en los núcleos, los transportadores también fueron 
detectados en el citoplasma lo que concuerda con el hecho de que los transportadores 
son considerados la fracción soluble de los sistemas de transporte 
nucleocitoplásmicos (Radu et al., 1995). Se presupone que de esta forma libre se 
permite su movilidad entre compartimentos para interaccionar con su cargas y mediar su 
función de transporte. El fraccionamiento celular demostró que los transportadores 
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analizados en Aspergillus se encuentran tanto en las fracciones solubles como asociados 
a diferentes orgánulos membranosos entre los que se encuentran los endosomas y las 
vesículas de transporte, los cuales se mueven mayormente a través de microtúbulos. En 
un organismo multinucleado como A. nidulans, donde las distancias entre los núcleos 
son considerables, es probable que el transporte de señales del citoplasma al núcleo este 
facilitado por elementos del citoesqueleto, como en levaduras y metazoos (Perry and 
Fainzilber, 2009;Wagstaff and Jans, 2009). El estudio de la localización subcelular de la 
importina  realizado por la Dra Araújo y recogido en su tesis doctoral (Araújo-
Bazán, 2008), y al que se han añadido más resultados por otros miembros del 
laboratorio, muestran que los microtúbulos desempeñan un papel en la ruta principal de 
importación nuclear y podría explicar por qué KapBKap95 se acumula en el SPB, que es 
uno de los principales organizadores de microtúbulos en el hongo.  
Basándose en la función que teóricamente desempeñan los transportadores era de 
esperar que las exportinas estuvieran localizadas preferentemente en el interior del 
núcleo y las importinas en el citoplasma, sin embargo los resultados obtenidos en este 
estudio han demostrado que no podemos atribuir funciones de importina o exportina a 
los transportadores según la localización que exhiben o inferir la localización de un 
transportador según su hipotética función. Una posible explicación para la acumulación 
nuclear de las importinas puede deberse a que la velocidad de salida sea menor que la de 
la entrada. La entrada podría estar facilitada debido a que la interacción con la carga 
indujese cambios conformacionales o modificaciones en el transportador que aumenten 
la afinidad por las nucleoporinas con repeticiones FxG, lo que, a su vez, aumentaría la 
velocidad del transporte. De hecho, se ha determinado que la conformación que adopta 
la carioferina en el complejo transportador/sustrato varía dependiendo de la carga que 
transportan (Cook et al., 2007;Pemberton and Paschal, 2005).  
De entre las distribuciones visualizadas parece interesante destacar la acumulación 
perinuclear de ciertos transportadores que sugiere que su localización es necesaria para 
mediar su función, posiblemente a través de un transporte altamente especializado y 
regulado utilizando los elementos del NPC. Entre estos transportadores se encuentra el 
heterodímero formado por MexAMex67/NxtAp15, principal mediador del transporte de 
mRNAs. En levadura, uno de los últimos puntos de control previo a la exportación del 
mRNA se encuentra en la cara nuclear del NPC y es mediado por la nucleoporina Mlp1 
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(Galy et al., 2004). Una vez que el complejo transportador/carga atraviesa el poro, el 
mRNA es inmediatamente liberado de Mex67 debido a la actividad de la ATPsa Dbp5, 
proteína que está unida a la nucleoporina Gle1 del lado citoplásmico (Lund and Guthrie, 
2005). Si asumimos que en Aspergillus el sistema es similar MexAMex67 debería 
encontrarse principalmente en el NPC, al igual que se ha descrito en levadura (Strasser 
et al., 2000). Los resultados obtenidos en el experimento del fraccionamiento indican 
que MexAMex67 se encuentra casi exclusivamente en la membrana nuclear, lo que apoya 
la idea de que este transportador está continuamente unido al poro nuclear para mediar 
su función. Esta interacción establece un punto más de control en el sistema de 
exportación de mRNAs dado que se evita que los transportadores interaccionaran en el 
nucleoplasma con mRNAs que no se han procesado completamente o correctamente y 
cuya exportación podría causar daños irreparables en la célula.  
1.3 El transporte activo en las hifas aéreas. 
El estudio de la distribución de KapIPse1 nos permite acercarnos a otro tipo celular 
en el hongo. Las hifas vegetativas sustentan a la colonia y de éstas surgen nuevos tipos 
celulares que dan lugar a estructuras reproductivas. El conidióforo es la estructura que 
genera las esporas asexuales (recientemente revisado en (Etxebeste et al., 2010)). El 
estudio de la localización celular de KapIPse1 a lo largo de la morfogénesis del 
conidióforo permite postular que el mecanismo de transporte se encuentra en todos los 
diferentes módulos celulares del conidióforo y que los transportadores median su 
función tanto en rutas generales de transporte como en procesos específicos de la 
conidiación o como en los puntos de control para el progreso de la diferenciación 
celular. En particular hemos definido que KapIPse1 es esencial en la transición de métula 
a fiálida (Etxebeste et al., 2009b), fase en la que existe un punto de control en el que 
parecen participar diversos FTs como AbaA o StuA (Dutton et al., 1997;Sewall et al., 
1990). Las fiálidas son células con una gran actividad metabólica que producen de 
forma continuada nuevas células que son las esporas, por lo tanto es previsible que la 
maquinaria de transporte esté tan activa en éste como en los restantes tipos celulares, 
pues además de soporte han de proveer con nutrientes a las fiálidas dado que el 
conidióforo es una estructura aérea alejada del medio de cultivo. Por otro lado, las 
métulas y fiálidas serían un buen sistema donde estudiar a la maquinaria de transporte 
en una célula mononucleada en este organismo sincitial.
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2. Las rutas de transporte esenciales en un hongo filamentoso
La deleción individual de cada transportador ha permitido definir que seis 
transportadores son esenciales en la célula. Estos transportadores están muy 
conservados y dado que en otros eucariotas se ha determinado en que rutas principales 
de transporte participan asumimos que en este hongo filamentoso deben ser las mismas. 
El conjunto de rutas de transporte esenciales queda compuesto por las rutas generales de 
importación y exportación, una de las rutas involucradas en el transporte de mRNAs y 
la ruta de reciclaje nuclear de RanGDP. 
2.1 Ruta general de importación.
Tres transportadores integran esta ruta: KapASrp1, KapBKap95 y KapECse1 (Figura 
D1). Siguiendo el modelo para esta ruta en otros organismos, KapA y KapB han de 
formar un heterómero, junto con la carga, y KapE, el homologo de CAS/Cse1, debe ser 
el exportador específico de la importina  siendo requerido para el reciclaje de este 
adaptador al citoplasma. Estas tres carioferinas integrarían la ruta general de 
importación. El estudio realizado por (Lange et al., 2007) sugiere que el 45% de las 
proteínas de S. cerevisiae pueden ser importadas al núcleo por esta ruta clásica. Es muy 
factible que la esencialidad de estos transportadores no se deba únicamente al transporte 
de factores específicos sino a que la ausencia de cualquiera de los tres elementos podría 
causar que la mitad de las proteínas nucleares de Aspergillus nidulans dejaran de 
localizarse en el interior del núcleo. 
La deleción de estos genes esenciales ha permitido redeterminar su papel en la 
progresión del ciclo celular, probablemente debido al transporte de factores específicos. 
Los defectos visualizado en el desarrollo de kapBKap95 sugieren que la importina 
media el transporte de factores clave para transitar de fase G0 a G1. De hecho, en S. 
cerevisiae, el transporte nuclear de los factores transcripcionales para el Start necesarios 
al comienzo, dependen de Kap95p y su desregulación causa parada celular en G1 
(Taberner and Igual, 2010). KapASrp1 debe mediar la importación de moléculas 
necesarias para entrar en la fase de división nuclear, activadores mitóticos, o factores 
que ejercen su función en puntos de control de la progresión entre la profase y anafase 
pues su ausencia causa un bloqueo celular entre G2 y M. En la levadura se ha descrito 
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que Srp1p media la importación de factores requeridas para la degradación de proteínas 
mitóticas como Clb2p y que su ausencia causa el bloqueo en M (Loeb et al., 1995). 
KapECse1 es el exportador específico de la importina  (Cook and Conti, 2010) por lo 
que su ausencia derivaría en la acumulación de KapASrp1 en el interior del núcleo, 
bloqueando así esta ruta de importación. En el fondo nulo KapECse1 se visualizaron dos 
núcleos por sincitio lo que muestra que las germínulas se bloquearon entre anafase y 
G2. Se ha descrito que en la levadura modelo un mutante de pérdida de función en cse1
muestra severos defectos en la segregación de los cromosomas (Schroeder et al., 1999). 
La ruta general de importación se ha estudiado con mas detalle en A. nidulans
generando un mutante condicional de la importina , pues es el componente del 
complejo que une a la carga y además es el único adaptador conocido de la importina 
 Una de las cargas analizadas con el mutante condicional kapA31, que mimetiza a la 
mutación srp1-31 en S. cerevisiae, fue VeA, el regulador del desarrollo en respuesta a la 
luz, demostrando así que posee una NLS clásica monopartita y requiere del sistema de 
transporte mediado por importina  para localizarse dentro del núcleo (Araújo-
Bazán et al., 2009).  
2.2 Ruta general de exportación.
El transportador responsable de esta ruta es KapKCrm1/CrmA (Figura D1), el 
ortólogo de la exportina-1, que está implicada en la exportación de proteínas, RNAs y 
subunidades ribosomales al citoplasma (Bernreiter et al., 2007;Todd et al., 2005). En S. 
pombe, mutaciones en Crm1, homólogo de KapKCrm1, causa alteraciones en la 
estructura de los cromosomas (Adachi and Yanagida, 1989) y en Aspergillus su 
deleción provoca el bloqueo de las germínulas en las últimas fases de la mitosis. 
En los metazoos y en la levadura, XPO/Crm1 respectivamente, son los encargados 
de mantener a RanBP1 fuera del núcleo (Weis, 2003). RanBP1 es uno de los cofactores 
de Ran cuya localización en el citoplasma (Richards et al., 1996) es necesaria para 
establecer el gradiente asimétrico de las dos formas de Ran (Bischoff et al., 1995). 
Hipotetizamos que en el proceso de mitosis semiabierta en A. nidulans la exportina 
general tendría un papel esencial, a tenor del fenotipo del alelo nulo, en el 
reestablecimiento del transporte activo. De esta forma, su ausencia podría causar, 
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además de RanBP1, la retención de un elevado número de factores en el interior del 
núcleo los cuales podrían formar interacciones no deseadas e interferir en procesos 
esenciales lo que terminaría en el bloqueo del ciclo celular, que es el fenotipo que nos 
parece estar observando en nuestro mutante nulo kapK. Entre los proteínas que 
permanecerían retenidas en el núcleo, podrían estar las subunidades ribosomales 40S y 
60S (Aitchison and Rout, 2000) cuya presencia en el citoplasma es esencial para generar 
los ribosomas necesarios para la traducción de proteínas.  
En A. nidulans, se ha demostrado que el factor de transcripción NirA, el activador 
específico de la ruta de asimilación del nitrato, y el regulador del metabolismo de 
nitrógeno AreA, son cargas de KapKCrm1 (Bernreiter et al., 2007;Todd et al., 2007). La 
generación de una mutación en KapK que causa la sensibilidad a leptomicina B y el 
análisis de las NES y el transporte de estas cargas muestra que esta ruta está 
funcionalmente muy conservada con otros eucariotas (Kudo et al., 1998;Wolff et al., 
1997). No es extraño dado que el grado de conservación de KapK con sus homólogos es 
uno de los más altos con respecto a los otros transportadores. Aunque se desconoce el 
porcentaje de moléculas que utilizan esta ruta para salir del núcleo no sería de extrañar 
que fuera más de un 50% dado que entre las 14 carioferinas solo cuatro son 
presuntamente exportadores y, de ellos, KapKCrm1 es la única esencial. La letalidad de su 
deleción probablemente sea efecto tanto de la esencialidad de las proteínas que exporta 
como un efecto de bloqueo masivo del transporte. 
2.3 Ruta de importación de proteínas adaptadoras de mRNAs 
KapFMtr10, homólogo de Mtr10p de S. cerevisiae y la transportina SR de humanos, 
debe mediar la importación de proteínas necesarias para la exportación de ciertos 
mRNA y ribonucleoproteínas como sus homólogos (Murthi et al., 2010;Senger et al., 
1998) (Figura D1). La exportación de mRNAs requiere, además de un proceso de 
maduración, de proteínas mRNPs que promuevan su unión con los transportadores y 
esta carioferinas es la encargada de importar dichas proteínas adaptadoras, como la 
proteínas Npl3p, descrita en S. cerevisiae y en H. sapiens (Gilbert et al., 2001), Gbp2p y 
Hrb1p (Windgassen et al., 2004). En un fondo nulo KapF es de esperar, como se ha 
observado en mutantes mtr10- (Kadowaki et al., 1994), que los mRNA-poliadenilados 
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no puedan ser exportados. Esta retención nuclear de los RNA mensajeros causa un 
bloqueo celular entre G2/M. 
2.4 Ruta del reciclaje nuclear de RanGDP
El principal mediador de esta ruta es NtfANtf2 (Figura D1). Como se ha descrito 
previamente el transporte nuclear es activo y dependiente de energía que se obtiene por 
la distribución en diferentes compartimentos de las dos formas de la GTPasa Ran 
(Pemberton and Paschal, 2005). RanGDP precisa de su importación al núcleo, mediado 
por NtfANtf2 (Stewart, 2000), para que sea transformado a RanGTP. Sin este 
transportador no se establecería el gradiente por lo que no se generaría la energía 
requerida para el transporte nuclear. Su ausencia debe producir una parada celular en 
Figura D1. Rutas de transporte esenciales en A. nidulans. Ver texto para más detalle.
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M/G2 y podría deberse a que prácticamente todas las rutas de transporte nuclear estarían 
bloqueadas debido a la ausencia de Ran en el interior nuclear. La imposibilidad de 
etiquetar fluorescentemente a Ran ha impedido realizar más estudios al respecto. 
También hay que recordar que el etiquetado de NtfA da lugar a una forma no funcional 
de este transportador. 
3 Aspergillus nidulans como paradigma de la redundancia en 
la función de los sistemas de transporte.
3.1 Las rutas de transporte nuclear no esenciales en este hongo 
KapIPse1 y MexAMex67 son transportadores no esenciales en este hongo filamentoso 
y que ponen de manifiesto las diferencias funcionales entre los transportadores de 
nuestro hongo modelo y los de S. cerevisiae donde Pse1p y Mex67p son esenciales.   
En A. nidulans KapIPse1, no es esencial aunque la cepa kapI presenta alteraciones 
morfológicas graves que incluyen reducido crecimiento colonial y un escaso desarrollo 
de las estructuras de reproducción asexual (Etxebeste et al., 2009b). En S. cerevisiae la 
mitosis es cerrada por lo que debe precisar de modificaciones en la maquinaria del 
transporte que han de permitir la entrada al núcleo de proteínas necesarias durante este 
proceso celular. Durante interfase Nup53 está unida a Nup170 y la ruta que media 
Kap121/Pse1p está activa. Pero durante la mitosis Nup53 es fosforilada y se une a 
Nic96, lo que promueve su interacción específica con Pse1p (Marelli et al., 1998) 
causando la inhibición de esta ruta de transporte. Se ha sugerido que la interrupción de 
la ruta Pse1p promueve que el resto de los sistema de transporte no se bloqueen durante 
mitosis (Makhnevych et al., 2003). Además de su función como transportador, 
Kap121/Pse1p es necesario durante la biogénesis del poro nuclear (Lusk et al., 2002). 
La mitosis semi-abierta en A. nidulans impone que los mecanismos de regulación del 
transporte de moléculas necesarias durante la mitosis se basen en la modificación de la 
estructura del NPC y no en la modificación de rutas de transporte como en levadura. Por 
ello, en este hongo filamentoso, no debe ser necesario inhibir la ruta que media KapIPse1, 




La no esencialidad de MexAMex67 es un aspecto muy remarcable. Como se ha 
mencionado anteriormente la ruta de exportación de mRNAs está mediada por un 
heterocomplejo en el que el principal componente es Mex67 (Zenklusen and Stutz, 
2001). Teóricamente en Aspergillus MexAMex67 forma un heterodímero con NxtAp15. 
Tanto en eucariotas superiores como en levadura ambos componentes del heterodímero 
son esenciales, pero interesantemente en este hongo filamentoso ninguno de los dos lo 
es. La deleción simultánea de ambos transportadores causó defectos morfológicos muy 
severos en la cepa portadora que indicaban que estas dos proteínas esta involucradas en 
la misma ruta. La viabilidad de la deleción de los principales componentes de la ruta de 
exportación de mRNAs, indican que esta ruta no se ha bloqueado/interrumpido 
totalmente y abre la posibilidad de que existan otros transportadores capaces de mediar 
esta función, lo que vuelve a sugerir diferencias en estos mecanismos de transporte entre 
los diferentes organismos eucariotas. En la levadura Crm1p (Weis, 2002) y Kap104p 
(Veenhoff et al., 2010) son capaces de transportar ciertos mRNAs. Puede que en este 
hongo filamentoso estas carioferinas hayan adquirido un mayor papel en la mediación 
del transporte de mRNAs que el descrito en otros organismos. 
3.2 La ausencia de fenotipos asociados 
De las catorce rutas de transporte se ha verificado o se infiere muy fuertemente 
sobre la función de las cuatro rutas esenciales anteriormente citadas pero poco más se 
conoce sobre las restantes rutas aparte de las predicciones obtenidas in silico. El hecho 
de que un número elevado de alelos nulos no presenten fenotipo detectable en diversas 
condiciones de cultivo sugiere aspectos interesantes sobre los mecanismos de transporte 
en A. nidulans. Además, explicaría el hecho de que aunque la colección de mutantes en 
este hongo es notable, dado el gran número de grupos que han trabajado durante 
muchos años con este organismo modelo, no se han aislado o caracterizado mutaciones 
en ninguno de los genes que aquí se analizan.  
La sensibilidad a altas concentraciones de sal o a pH alcalino son fenotipos 
derivados de mutaciones de perdida de función en el regulador del pH PacC (Peñalva et 
al., 2008). Aunque PacC se localiza en el interior del núcleo de manera independiente al 
heterodímero importina (Fernández-Martinez et al., 2003), ninguno de las cepas 
nulas viables a mostrado defectos en la regulación del pH ambiental. En S. cerevisiae la 
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carioferina Nmd5p está implicada en la importación del factor de transcripción Crz1p 
(Polizotto and Cyert, 2001). La ausencia en la levadura del transportador Nmd5p o del 
factor transcripcional Crz1p dan lugar a un fenotipo característico de sensibilidad a altas 
concentraciones de Ca2+. CrzA es el homólogo de Crz1p en A. nidulans y el alelo nulo 
muestra el mismo fenotipo de sensibilidad a este catión (Spielvogel et al., 2008). 
Interesantemente la ausencia de KapDNmd5, el putativo homólogo de Nmd5p, no causa 
este fenotipo de sensibilidad al calcio, ni tampoco la ausencia de las otras carioferinas 
no esenciales. Estos resultados sugieren que en esta ruta de transporte, aunque 
conservados los elementos, transportador y carga, no debe estar siendo mediada como 
en la levadura, e hipotetizamos una situación alternativa en la que este y otros sistemas 
de transporte en Aspergillus son redundantes. 
3.3 Redundancia en el sistema de transporte 
El fenómeno de la redundancia ya se ha propuesto en otros organismos como S. 
cerevisiae y H. sapiens aunque se piensa que es común a todos los organismos 
eucariotas (Fiserova and Goldberg, 2010). Un ejemplo claro se encuentra en la ruta de 
biosíntesis de ribosomas. Se ha descrito que la importación de proteínas ribosomales es 
mediada principalmente por Kap123p y Kap121/Pse1p (Rout et al., 1997) aunque 
Kap95p y Kap104p también participan en dicho transporte (Aitchison and Rout, 2000). 
Por otro lado, la exportación de las subunidades ribosomales también es una ruta 
redundante mediada por Crm1p (Ho et al., 2000), exportina 5 (Wild et al., 2010) y 
Mex67p/Mtr2p (Yao et al., 2008). Es decir que un total de 7 transportadores están 
implicados en la misma ruta en levadura.  
En Aspergillus KapIPse1 y KapJKap123 están muy conservadas y su participación en 
una misma ruta quedó confirmada al estudiar kapJKap123kapIPse1, por lo que se asume 
que estas dos importinas están implicados en similares rutas a las descritas para sus 
homólogos. Se podría plantear que en condiciones normales cada una de estas 
carioferinas tendría mayor afinidad por ciertos substratos. KapJKap123 podría transportar 
las proteínas más abundantes mientras que KapIPse1 se encargaría de interaccionar con 
proteínas más esenciales, lo que explicaría que su ausencia cause defectos morfológicos 
y la ausencia de KapJKap123 no. La deleción de los principales transportadores de 
proteínas ribosomales (kapJKap123kapIPse1) no debió causar un bloqueo total de esta 
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ruta esencial, dado que el doble nulo es viable, sugiriendo que hay más transportadores 
involucrados. Cabe la posibilidad de que sean los mismos que se han descrito en 
levadura, KapASrp1 y KapCKap104, aunque no se descarta la idea de que haya diferentes 
mediadores.  
Como se ha mencionado anteriormente, es realmente sorprendente que la ausencia 
del heterodímero MexAMex67/NxtANtf2, principal mediador de la exportación de mRNA, 
no cause la letalidad en este organismo y sugiere que el fenómeno de la redundancia en 
A. nidulans está más extendido que en otros organismos eucariotas. Desde un punto de 
vista evolutivo el sistema de redundancia provee al organismo de la capacidad de 
regular distintas rutas diferencialmente en respuestas a estímulos particulares y ofrece 
un aumento de capacidad del mecanismo de transporte como protección frente a los 
estreses medioambientales (Wozniak et al., 1998). El extenso repertorio de 
transportadores y su redundancia, además de asegurar el continuo transporte del vasto 
número de macromoléculas entre el núcleo y el citoplasma, posibilita su participación 
en la regulación de eventos temporales que ocurren a lo largo del ciclo celular, como es 
el caso de la mitosis (Roscioli et al., 2010). Sería realmente interesante determinar e 
identificar el mínimo número de transportadores necesarios para la supervivencia de 
este hongo. 
3.4 ¿Cómo puede operar el sistema de reconocimiento carga-
transportador? 
Si se tiene en cuanta el número de cargas que deban ser transportadas entre ambos 
compartimentos y que es básicamente mediado por 17 transportadores es entendible la 
necesidad de la redundancia en el tráfico nuclear. Para explicar la redundancia 
proponemos varios modelos que explicarían el sistema de reconocimiento carga-
importador (Figura D2), aunque los modelo también serían aplicables a los exportadores 
y sus NES:  
En el modelo A la carga poseería una NLS que sería reconocida por varios 
transportadores que fueran relativamente similares entre si (Leslie et al., 2004). La señal 
de reconocimiento de las cargas sería flexible para que los mediadores pudieran 
reconocerla. El sistema de reconocimiento de cargas que muestran las importinas Pse1p 
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y Kap123 se ajustarían a este modelo, donde la misma señal es reconocida por ambas 
carioferinas (Rout et al., 1997). 
En el modelo B la carga poseería diferentes señales y cada una sería reconocida 
específicamente por diferentes transportadores. Debido a la elevada flexibilidad de los 
transportadores (Conti et al., 2006) estos serían capaces de reconocer múltiples NLS 
específicos de cada carga (Friedrich et al., 2006). PacC podría ser un ejemplo para este 
modelo, en donde se han detectado dos señales de localización nuclear y dos sistemas 
de transporte nuclear involucrado (Fernández-Martinez, 2007). 
En el modelo C: Las proteínas sin señales de localización nuclear podrían utilizar 
su interacción con otras proteínas para ser transportadas al interior nuclear (Sorokin et 
al., 2007). En este caso la proteína VelB sería un ejemplo de un mecanismo alternativo 
de importación a través del heterodímero importina /1, pues en ausencia de una NLS 
conocida interacciona con VeA para ser transportado (Bayram et al., 2008).  
Posiblemente la redundancia de la función de los transportadores y recursos de las 
cargas para ser transportados sea debido a la combinatoria de estos modelos. Tampoco 
se descarta el remodelado o ambigüedad de proteínas adaptadores que extiendan aun 
más el abanico de posibilidades. En general se ha sugerido que la redundancia en el 
transporte es un sistema muy común entre las proteínas esenciales, aunque también se 
ha descrito este fenómeno para numerosas proteínas no esenciales (Fries et al., 2007).  
Figura D2. Modelos de interacción entre carga y transportador que explican la redundancia en las 
rutas de transporte en A. nidulans. Ver texto para más detalle.
DISCUSIÓN 
145 
4. El transporte nuclear activo no existe durante la mitosis en 
Aspergillus. Evidencias a favor y en contra de esta teoría
Aspergillus posee múltiples núcleos en el sincitio y todos ellos entran de forma 
casi sincrónica en mitosis, las denominadas oleadas de mitosis, lo que hace que la 
división nuclear sea aun más compleja en este organismo. Una teoría para explicar la 
forma de división nuclear en Aspergillus ha sido expuesta por el grupo del Prof. 
Osmani. Los núcleos que entran simultáneamente en mitosis podrían interferirse en este 
proceso tan importante para la célula y su material genético desorganizarse o incluso 
perderse. Para evitarlo, la solución biológica fue confinar el aparato mitótico dentro 
del núcleo y rodeado por la envoltura nuclear, es decir, manteniendo una mitosis cerrada 
(De Souza and Osmani, 2007). Pero la división nuclear requiere que ciertos factores 
transiten entre el núcleo y el citoplasma (Nayak et al., 2010). Aparentemente, el sistema 
que ha desarrollado este hongo para superar esta situación es desorganizar parcialmente 
el poro nuclear, por lo que un número determinado de nucleoporinas pierden su 
localización perinuclear, si bien algunas de ellas permanecen invariables (De Souza et 
al., 2004;Osmani et al., 2006). A este tipo de mitosis se le denomina mitosis semi-
abierta y se sugiere que evolutivamente es una forma/proceso intermedio entre la 
mitosis cerrada de S. cerevisiae y la abierta de metazoos (De Souza and Osmani, 2007). 
La desorganización parcial del NPC debe tener como consecuencia más inmediata 
la pérdida de la selectividad del NPC, permitiendo así que las moléculas se difundan 
libremente tanto hacia fuera como hacia dentro del núcleo. Una de las proteínas que 
difunde al interior del núcleo es RanGAP (Osmani et al., 2006) lo que implica la 
pérdida del gradiente de Ran y por tanto, la pérdida de los procesos de transporte 
activos. Conociendo que durante este proceso un buen número de nucleoporinas y 
proteínas cambian de localización se preveía que los transportadores verían modificada 
su distribución. En este trabajo se demuestra que la localización de los transportadores 




4.1 La deslocalización de los transportadores  
Se ha determinado que la mitad de los transportadores nucleares en A. nidulans se 
dispersan totalmente durante la mitosis lo que indica que en ausencia de un NPC integro 
estas proteínas abandonan el núcleo tras perder una fuerza motriz o interacción que las 
mantenía en esa localización. Su dispersión indica que su función interfásica como 
transportadores no se requiere durante mitosis, estando de acuerdo con la anterior 
observación sobre la ausencia de procesos de transporte activo durante la división 
nuclear.  
Cabe destacar que entre las proteínas que se dispersan totalmente se encuentran 
KapFMtr10, mediador esencial de la importación de proteínas mRNPs, y el heterodímero 
MexAMex67/NxtAp15 lo que apoya la conjetura acerca de la interrupción del transporte de 
mRNAs durante mitosis (Espeso and Osmani, 2008). La pérdida de la localización 
perinuclear del heterodímero MexAMex67/NxtAp15 podría ser debida al desensamblaje de 
nucleoporinas con repeticiones FxG que ha de causar la pérdida de la interacción de 
MexAMex67 con el conjunto del NPC. Al igual que se ha descrito en H. sapiens (Katahira 
et al., 2002) MexAMex67 tendría una alta afinidad por las nucleoporinas de la canasta 
nuclear y relativamente baja por el resto de nucleoporinas por lo que difícilmente podría 
interaccionar con nucleoporinas del núcleo o core que lo mantuvieran asociado al 
NPC. La distribución perinuclear de NxtAp15 es dependiente de la localización de 
MexAMex67, por lo que su dispersión será, mayoritariamente, una consecuencia directa 
de la deslocalización de MexAMex67. 
4.2 La concentración en el núcleo de ciertos transportadores 
Cinco de los dieciséis transportadores estudiados durante mitosis no se dispersaron 
totalmente lo que indica que estas proteínas quedan retenidas en el núcleo en ausencia 
de un NPC funcional y establecen un nexo entre la no dispersión y la necesidad de 
dicho transportador para alguna función adicional en la célula en división. De las cinco 
carioferinas de este grupo cuatro son esenciales, las tres carioferinas involucradas en la 
ruta general de importación de proteínas (KapASrp1, KapBKap95 y KapECse1) y KapKCrm1
que media la ruta general de exportación. ¿Qué hacen estos transportadores en el 
interior del núcleo durante la mitosis si teóricamente no hay procesos de transporte 
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activo? Los estudios realizados sobre el transporte durante mitosis se han realizado con 
un número muy reducido de cargas entre las que se encuentran quimeras semi-sintéticas 
fluorescentes, tipo NLS::mRFP (De Souza et al., 2004;Ukil et al., 2009). La presencia 
de estas carioferinas en el interior del núcleo abre la posibilidad de que ciertos procesos 
de transporte muy específicos puedan ser llevados a cabo durante la división nuclear.  
Podríamos hipotetizar que estos transportadores se quedan en el núcleo como 
parte de un mecanismos para recuperar los sistemas de transporte entre el núcleo y el 
citoplasma una vez superada la fase de mitosis, dado que será necesario la recolocación 
rápida de numerosas proteínas que habrán abandonado o entrado en los núcleos a favor 
de los gradientes generados por sus respectivos sistemas. Se plantea una situación 
similar a la que ocurre en el NPC en donde las nucleoporinas estructurales y del core 
permanecen en el poro como cimiento para la reconstrucción del NPC tras la mitosis 
(Osmani et al., 2006). Posiblemente, el reestablecimiento del transporte sea un proceso 
gradual por lo que, al igual que ocurre en otras estructuras (Shaw and Doonan, 2005), 
las proteínas serán importadas según la importancia de la función que desempeñen. En 
primer lugar se importarían proteínas como inhibidores mitóticos o factores necesarios 
para finalizar correctamente el proceso de división (Ukil et al., 2009;Weis, 2002) y 
posteriormente proteínas cuya función sean requeridas en fases más avanzadas del ciclo 
celular. En cuanto a la exportación se refiere, KapKCrm1 contribuiría en gran medida a 
retirar rápidamente moléculas que han difundido al interior del núcleo y que han de ser 
devueltas al citoplasma una vez terminado el proceso. RanBP1, anteriormente citada, es 
una de las primeras proteínas que deberá se exportadas para así poder reestablecer el 
transporte activo. Entre los contaminantes citoplásmicos que deben ser expulsados del 
núcleo hay un elevado número de factores, ej. factores mitóticos  y tubulina (Ovechkina 
et al., 2003), cuya permanencia podrían formar interacciones no deseadas e interferir en 
procesos esenciales que bloquearían el ciclo celular. De hecho en levadura, se ha 
descrito que una vez terminada la mitosis la ciclina B1 es transportada al citoplasma por 
Crm1p (Yoneda, 2000).  
Entre la distribución de estas carioferinas la invariable localización perinuclear de 
KapBKap95 es el más interesante y sugiere que, efectivamente, su localización es muy 
importante para su función. Hay que recordar esta carioferina, para mediar su función 
durante interfase, interacciona con las nucleoporinas con repeticiones FxG de la cara 
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nuclear del poro, del canal central y con los de la cara citoplásmica, al igual que se ha 
descrito en Kap95p de S. cerevisiae (Ben-Efraim et al., 2009). Pero durante mitosis 
estas nucleoporinas se desensamblan del NPC lo que sugiere que establece interacciones 
con nucleoporinas del core para mantener su localización. En levadura se ha 
identificado que Kap95p además de interaccionar con la mayoría de las nucleoporinas 
con repeticiones FxG también se asocia con la nucleoporina del core Nup84 (Patel and 
Rexach, 2008). Así mismo se ha implicado a esta carioferina en la regulación de la 
biogénesis del NPC (Fernández-Martinez and Rout, 2009) y se ha puesto de manifiesto 
una posible relación con las nucleoporinas Nic96 y Nup170 (Ryan et al., 2007). Estos 
resultados, sugieren que se podrían producir modificaciones, ej. fosforilación, en algún 
componente del complejo Nic96 que retuviere a KapBKap95 en el NPC durante la 
división nuclear, mediante un mecanismo similar al descrito para Kap121p/Pse1p 
(Marelli et al., 1998). Esto permite postular que en este hongo filamentoso existen 
mecanismos específicos, como modificaciones postraducciones, que habrán de actuar 
sobre las nucleoporinas para regular la localización de los transportadores.  
4.3 El papel de los transportadores durante mitosis 
Trabajos realizados en los últimos años han determinado que un cierto número de 
proteínas cambian de localización durante mitosis y adquieren distribuciones muy 
específicas que reflejan funciones muy determinadas y diferentes a las realizadas 
durante la interfase (De Souza et al., 2009). Parece que este fenómeno es común en los 
eucariotas (Buch et al., 2009;Lince-Faria et al., 2009) y continuamente se descubren 
proteínas que modifican su localización durante la división celular (Horejsi et al., 
2011;Ukil et al., 2009). Los resultados obtenidos del estudio de estas carioferinas 
durante la mitosis han desvelado nuevas localizaciones de los transportadores durante la 
división nuclear que en otros organismos con mitosis abierta o cerrada no habían sido 
visualizadas. 
Durante la mitosis KapHKap120 modificó su localización y se distribuyó en las 
proximidades del huso mitótico. Teniendo en cuenta que la cepa nula kapHKap120 no 
exhibió ningún fenotipo asociado se plantea que esta importina podría mediar un papel 
no esencial durante la mitosis, como por ejemplo transportando ciertas proteínas que 
tengan una función estrechamente relacionada con el ensamblaje del huso mitótico, o 
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como el transporte de proteínas asociadas a la tubulina, o a los cinetocoros de los 
cromosomas, como se ha descrito en caso de la importina  y Crm1(Kalab et al., 
2002;Kalab and Heald, 2008). De hecho la caracterización de la composición del huso 
mitótico en S. cerevisiae ha demostrado la interacción de Kap120p con Mtw1p, un 
componente esencial del complejo MIND del cinetocoro (Wong et al., 2007). Al igual 
que ha sido descrito en otros organismos eucariotas (Kalab et al., 2002), en este hongo 
filamentoso el cofactor RCC1 también debe de unirse a la cromatina durante mitosis, 
por lo que se genera un pequeño gradiente de energía permitiendo un transporte muy 
localizado. Ello contribuye a explicar que, en esta región, KapHKap120 pudiera mediar un 
transporte de proteínas muy específicas vinculadas al huso mitótico o a la matriz del 
huso, como por ejemplo las proteínas SAC (De Souza et al., 2009).  
Las otras carioferinas que han demostrado ejercer una función especializada 
durante la mitosis son KapIPse1 y KapJKap123. Estas dos importinas se acumularon en el 
nucleolo durante las últimas fases de la mitosis lo que sugiere que su función está 
involucrada en la desestructuración del nucleolo mitótico y predice que ambas 
carioferinas podrían actuar de forma coordinada o redundante, según sugieren los 
fenotipos de sus respectivos alelos nulos. Se ha especulado que el orden en el 
desensamblaje de las proteínas del nucleolo parental y el reensamblaje en los nucleolos 
hijos refleja su  función en la biogénesis de las subunidades pre-ribosomales (Savino et 
al., 2001;Shaw and Doonan, 2005). La entrada y salida de ambas importinas del 
nucleolo parental citoplásmico coincide con el desensamblaje y reensamblaje de la 
fibrilarina, proteína del Componente Fibrilar (FC), lo que sugiere que están 
involucrados en el transporte de proteínas que participan en la fase temprana de la 
biogénesis. De hecho en S. cerevisiae se ha descrito que Kap121/Pse1p media la 
importación de Nop1 y Sof1, proteínas implicadas en las primeras fases del ensamble de 
la subunidad pre-ribosomal (Leslie et al., 2002).  
La localización de KapIPse1 y KapJKap123 en el nucleolo ocurre durante telofase/G1, 
coincidiendo con la restructuración de los NPCs y el reestablecimiento del transporte en 
los núcleos hijos. Los NPCs que se encuentran rodeando el compartimento 
citoplásmico, donde se encuentra el nucleolo parental, no son reensamblados por lo que 
no debería existir transporte activo en esta región (Ukil et al., 2009). No obstante la 
localización de estas dos carioferina en el compartimento citoplásmico nucleolar 
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evidencian la posibilidad de que exista un transporte activo muy especializado durante 
el proceso de división que previamente no se había visualizado. El mecanismo por el 
que las carioferinas, dispersadas en el citoplasma al comienzo de la mitosis, encuentran 
y distribuyen sus respectivas cargas también es una cuestión biológica muy interesante 
que no podemos responder en estos momentos pero que será estudiado en futuros 
trabajos.  
Se ha sugerido que los componentes del nucleolo contribuyen a la estabilidad y 
regulación del huso mitótico y a su vez, los componentes del huso pueden estar 
relacionados con el nucleolo mitótico (Horejsi et al., 2011). Así, ciertas proteínas 
nucleolares Rrp14p en levaduras (Oeffinger et al., 2007) y Misu en células de la 
epidermis (Hussain et al., 2009) contribuyen a la formación del husmo mitótico. En 
Aspergillus el nucleolo es expulsado a un compartimento transitorio citoplásmico y se 
desensambla en G1. No se conocen los mecanismos que lo regulan pero factores 
específicos, como Mad1, Mad2 o ciclina B, localizados en la matriz del huso mitótico 
durante la telofase podrían estar involucrados. ¿Podrían las importinas KapHKap120, 
KapIPse1 y KapJKap123 mediar una función coordinada entre el huso mitótico y el 
nucleolo? Con el estudio realizado no podemos responder ha esta pregunta aunque sería 
muy interesante conocer la relación mitótica de estas carioferinas y sus funciones.  
5. Abordaje del estudio del transporte de macromoléculas
En este trabajo se han generado herramientas genéticas y moleculares que serán de 
gran utilidad para nuestro grupo y otros en el campo para el estudiar de forma 
sistematizada los diferentes sistemas de transporte nuclear a través de nuevos abordajes 
experimentales. Entre los posibles trabajos futuros se contemplan los siguientes: 
5.1 Búsqueda de cargas y elementos adicionales del sistema de 
transporte 
Las búsquedas in silico no descartan la posibilidad de elementos o transportadores 
específicos de este hongo o de otros similares. Utilizando como modelo una amplia 
variedad de cargas es preciso determinar el proceso de transporte que subyace en cada 
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ruta. El abordaje experimental puede ser determinante, dado que la genética en reverso 
está excesivamente dirigida, como en este trabajo, y los intentos de obtener mutantes a 
través de técnicas de genética clásica totalmente infructuosos. Estrategias enfocadas al 
estudio de la formación y composición de los complejos de transporte nos permitirían 
determinar la relación entre las cargas, los transportadores y otros mediadores 
involucrados. Obviamente las cargas con un mayor potencial son los factores de 
transcripción dado que su función es principalmente nuclear y suelen portar además de 
las NLSs, secuencias tipo NES, lo que implicaría necesariamente la existencia de rutas 
de importación y exportación. Un análisis sistemático similar ha sido utilizado 
anteriormente por otros grupos para identificar los sistemas de transporte actualmente 
conocidos en los que Ran tiene un papel esencial (Gorlich and Mattaj, 1996). 
Para comprender el sistema es necesario buscar diferentes cargas para cada uno de 
los transportadores. Este estudio se podría realizarse mediante técnicas de 
inmunoprecipitación no dirigida. Un análisis similar fue realizado para la búsqueda de 
cargas para Kap121p y Kap123p por el grupo del Dr Rout (Rout et al., 1997) y para 
Kap121p por (Leslie et al., 2002). 
Otros de los aspectos biológicos cuyo estudio debe continuarse es determinar 
cómo se realiza el movimiento de los transportadores nucleares en el citoplasma, tanto 
individualmente como a través del citoesqueleto y sus motores, utilizando herramientas 
que ya posee el laboratorio como: cepas mutantes de los motores y sus cargas, fármacos 
que desestabilizan el citoesqueleto (latrunculina, benomilo etc.) y técnicas de 
microscopia como FRAP (Fluorescent Recovery After Photobleaching). 
5.2 Catalogar las secuencias de reconocimiento 
La nuevas aplicaciones in silico permiten identificar las NES (la et al., 2003) y 
NLS clásicas. Esto es debido a que hasta ahora son las secuencias consenso mejor 
caracterizas a nivel bioquímico y molecular pero aparentemente sólo son reconocidas 
por el heterodímero importina  y por la exportina-1(Xu et al., 2010). Intentos de 
generar consensos para otras cargas/transportadores han permitido determinar patrones 
de NLSs para ciertas proteínas ribosomales (Timney et al., 2006), pero en general, muy 
poco se conoce sobre las señales del resto de las cargas.  
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Se debería abordar estudios sistemáticos de las señales, NES y NLS, en las cargas 
para las que se conocen sus transportadores, para así poder catalogarlas y facilitar 
nuevas búsquedas. Consensuar estudios in silico e in vivo con etiquetados sistemáticos 
permitiría definir regiones conservadas entre cargas y localizaciones celulares. 
Completar y combinar dichos estudios con las cepas mutadas en los sistemas de 
transporte podría proporcionar un catálogo de cargas, señales y su asignación a 
determinadas rutas de transporte.  
5.3 Delimitar la preponderancia del sistema de exclusión frente al 
de transporte regulado de macromoléculas
El NPC es una puerta dinámica pero selectiva, a través de la cuál sólo podrán 
pasar aquellas moléculas, a partir de un determinado peso molecular, que sean capaces 
de formar un complejo con un transportador. En un modelo general transporte se 
establece un control tanto en ambas direcciones a través del NPC (Terry and Wente, 
2009). Las carioferinas transportan sus cargas sólo en determinadas circunstancias, 
cuando se activan las señales o incluso cuando se activen dichos transportadores (Terry 
et al., 2007). Los estudios que se han realizado con Aspergillus sugieren que podrían 
operar, en este organismo, variantes a este modelo general. Se han analizado diferentes 
proteínas y se ha determinado un papel determinante en la localización nuclear no solo 
por la presencia de una NLS funcional sino por su capacidad de permanecer retenido en 
el interior de este orgánulo, mediante unión al DNA por ejemplo. Es posible que en este 
hongo primen los mecanismos que regulan la salida del núcleo. Muchas proteínas se 
observan en el interior nuclear o sin una preferencia a su localización. Sin embargo, 
otras proteínas, como algunas quinasas y factores transcripcionales en estudio, se 
observan excluidas del núcleo de forma permanente o condicionada al estímulo que las 
activa. En este caso, sí parece más importante un control de sobre la exportación y que 
hemos denominado exclusión nuclear. Si en Aspergillus no existe un control estricto 
del sistema de importación sino que es supeditado al sistema de exportación, éste puede 
ser un reflejo de la organización celular y en especial de la organización del NPC a lo 
largo del ciclo celular. Un concepto interesante es leaking del poro nuclear definido 
en S. cerevisiae (Riddick and Macara, 2005). En el que el estudio de la localización de 
diferentes cargas muestra que éstas pueden acumularse en el interior del núcleo en 
ausencia de una importación activa. El sistema de transporte parece ser relativamente 
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permisible con la entrada de proteínas cuya localización nuclear no afecta a la célula 
pero es inflexible con aquellas que no deben estar en el interior del núcleo lo que lleva a 
plantear que el sistema de exclusión es el predominante en este sistema. 
5.4 Ambigüedad funcional de los transportadores  
Nuestro estudio se ha centrado en el papel de estas proteínas como 
transportadores, pero puede que un estudio más detallado, como los que se proponen 
más arriba, revele la existencia de funciones adicionales que expliquen las 
localizaciones que exhiben estos transportadores durante la mitosis o la interfase. La 
localización de KapH en el huso mitótico es uno de estos casos, así como la presencia 
del sistema de transporte importina /1 en la mayoría de los orgánulos celulares o 
asociados al núcleo mitótico. Es posible imaginarse un escenario donde las carioferinas 
puedan ejercer funciones adicionales a las de transporte. Se ha especulado sobre un 
posible papel chaperona, asociándose a sus cargas y permitiendo así su mejor 
distribución en la célula o evitando una activación o formación de complejos 
inadecuados. Se ha descrito que la importina  hace uso de asistentes, como 
chaperonas, para estabilizar el complejo (Araújo-Bazán et al., 2008). No se ha descrito 
que otros transportadores se asocian a dichos factores para colaborar en la estabilidad 
del complejo por lo que se podría plantear que los transportadores mismos hacen la 
función de chaperona. Por otro lado, durante mitosis, ciertas localizaciones pueden tener 
un objetivo similar al anterior o para reclutar maquinaria para determinadas funciones 
celulares, ej. progresión de la mitosis u organización nuclear, en ciertos puntos del 
núcleo mitótico. No podemos descartar un gran número de funciones alternativas que 
sean realizadas de forma individual o colectivamente entre el conjunto de 
transportadores y que debido al desconocimiento existente no podemos predecir en este 
momento.  
6. “Concluding remarks & take home message”
Este es el primer análisis sistemático de los transportadores nucleares que se ha 
realizado en un organismo multinucleado, Aspergillus nidulans, por un mismo grupo de 
investigación. Este estudio muestra la conservación entre las diferentes rutas de 
transporte y la maquinaria molecular implicada y descrita en otros organismos 
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eucariotas. Sólo cuatro de estas rutas son esenciales siendo Aspergillus un modelo 
donde estudiar la redundancia de las demás rutas de transporte. Los elementos que 
coordinan el tráfico núcleo-citoplásmico se distribuyen homogéneamente en todos los 
núcleos de un sincitio y en la mayoría de los casos alteran su localización a lo largo del 
ciclo celular, poniendo de manifiesto posibles funciones adicionales de los 
transportadores nucleares. Este estudio sistemático es la semilla de una serie de estudios 





1. Se han identificado 17 transportadores nucleares en Aspergillus nidulans de los 
cuales 14 pertenecen a la superfamilia de las importinas- y 3 a la familia 
nuclear transport factors, Ntf. 
2. El análisis funcional por genética en reverso generando alelos nulos ha puesto de 
manifiesto que 6 de los transportadores nucleares son esenciales, mientras que 
los 11 restantes deben estar realizando funciones redundantes. 
3. Las principales rutas de transporte descritas en otros organismos eucariotas están 
conservadas en A. nidulans. Sólo cuatro rutas generales son esenciales y el 
conjunto de los resultados apoya a un modelo de transporte núcleo-citoplásmico 
extremadamente redundante en este hongo filamentoso. 
4. Los transportadores muestran localizaciones celulares diferentes que no guardan 
relación directa con su esperada función como importador o exportador.  
5. Los transportadores se han clasificado en tres grupos atendiendo a su 
localización: preferentemente nuclear, núcleo-citoplásmica y preferentemente 
perinuclear .En ningún caso se ha observado exclusión nuclear 
6. La distribución homogénea de los diferentes transportadores a lo largo del 
sincitio indica que todos los núcleos son competentes para un transportar cargas  
pertenecientes a las diferentes rutas identificadas. 
7. La localización celular de los transportadores durante la mitosis puede verse 
muy modificada, observándose tanto dispersión citoplásmica como retención 
nuclear. Un grupo de transportadores parece supeditar su localización a la 
organización del NPC durante mitosis. La asociación a determinadas estructuras 
nucleares o a compartimentos nucleares sugieren su participación en procesos 






APÉNDICE I: Estudio del compartimento nuclear en la cepa 
kapJKap123
Kap123p, cuyo homólogo en A. nidulans es KapJKap123, media en S. cerevisiae el 
transporte de proteínas ribosomales (Rout et al., 1997) necesarias para la biogénesis de 
las pre-subunidades ribosomales en el nucleolo. La localización de las versiones 
etiquetadas de KapJKap123 y los estudios de colocalización con la fibrilarina mostraron 
que en nuestro hongo modelo esta carioferina estaba muy estrechamente relacionada 
con el nucleolo tanto en interfase como durante la mitosis (ver secciones 3.2.2 y 4.3.1 
de Resultados. 
Dado que KapJKap123 se localizaba en el núcleo acumulándose preferentemente 
alrededor del nucleolo, se procedió a analizar si la ausencia de KapJKap123 podría afectar 
a la organización tanto del núcleo como del nucleolo. Para ello se generaron dos nuevas 
cepas: MAD3639 que expresa a An-Fib::mRFP y MAD3640 que expresa a HhoA::GFP 
en un fondo mutante kapJKap123. Como se puede observar en la Figura 1 el crecimiento 
colonial sobre medio sólido tanto de MAD3639 como de MAD3640 no muestra 
diferencias significativas entre ellas ni  frente al que muestran las cepas silvestre 
GENOTIPO RELEVANTE CEPA 
MAD1427  pyrGAn ; riboBAn MAD2733 
ΔkapJ::pyrGAf MAD2326 
ΔkapJ::riboBAf ; anFib::mRFP:: pyrGAf MAD3639 
ΔkapJ::riboBAf ; hhoA::GFP:: pyrGAf MAD3640 
Figura A1.1. Aspecto colonial sobre medio sólido de las estirpes MAD1425, MAD2326 
(kapJKap123), MAD3639 (An-Fib::mRFP) y MAD3640 (HhoA::GFP). 
Tabla A1.1 Cepas y genotipos relevantes utilizados en este estudio.
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(MAD1425) y kapJKap123 (MAD2326), por lo tanto no se esperaban observar efectos 
cruzados entre el alelo nulo de KapJKap123 y las proteínas etiquetadas.  
Microscópicamente observamos que tanto la tasa de crecimiento como la 
morfología de las células eran muy similares entre las cuatro cepas analizadas. Sin 
embargo, al observar la localización de la fibrilarína y la histona H1 en ausencia de la 
carioferina KapJKap123 apreciamos diferencias con respecto al fondo silvestre KapJKap123.  
Las composiciones que se muestran en la Figura 2 y 3 son imágenes adquiridas 
simultáneamente con óptica Nomarski y con el canal verde (HhoA::GFP) o con el rojo 
(An-Fib::mRFP). En el estudio microscópico de ambas cepas se observó que el 
crecimiento y la morfología de las células eran similares a la cepa silvestre MAD1425.  
El etiquetado de la histona H1 nos permite observan tanto la distribución nuclear 
como el estado de agregación de la cromatina. En la cepa MAD3640 (HhoA::GFP en 
kapJKap123) se observó que en un 40% de las células mostraban una distribución 
anómala de los núcleos y que la cromatina aprecia en diferentes grados de 
condensación. En la Figura 2 panel-B se muestran núcleos en los que la histona H1 se 
acumula formando grumos sugiriendo un alto nivel de compactación de la cromatina en 
dichos núcleos (indicados con flechas amarillas). Una posibilidad alternativa era que 
estuviésemos observando núcleos fragmentados. De hecho, en la Figura 2 panel-C se 
observa la variabilidad en el tamaño de la regiones donde se acumula H1, que suele 
coincidir con el tamaño del núcleo. Así, se observan núcleos de un tamaño cercano al 
observado en una cepa silvestre (circunferencia en trazo discontinuo amarillo) y más 
Figura A1.2. Estudio de la distribución y la morfología de los núcleos en la cepa MAD3640 
(HhoA::GFP y kapJKap123). La composición muestra imágenes tomadas en Normarski y en el canal de 
fluorescencia verde. Se observaron diferentes anomalías que se señalan con formas y colores: A) 
HhoA::mCh en la cepa silvestre MAD1425, B) núcleos grandes y pequeños, C) morfología compacta y 
disgregados, D) núcleos agrupados, muy cercanos y muy separados entre si. Escala de la barra, 5m.
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pequeños de lo normal (circunferencia discontinua rosa). También se observó que las 
distribución de los núcleos a lo largo de un mismo compartimento celular no era 
uniforme (Figura 2 panel-D). Se observaban agrupamientos de varios núcleos entre los 
que existía un espaciado variable o incluso núcleos solitarios (indicados en la Figura 
2C).  
La distribución de la fibrilarina en la cepa MAD3639 (An-Fib::mRFP en 
kapJKap123) permitió observar patrones similares a los descritos con la histona H1. En 
la Figura 3-B se observan diferentes masas fluorescentes con un tamaño muy variable, 
en algunos casos entre dichas masas se visualizaban acúmulos mas definidos, indicando 
la posible presencia de varios nucleolos muy próximos. La tinción con DAPI no 
permitió distinguir si se localizaban en el mismo nucleoplasma o pertenecían a núcleos 
diferentes, sin embargo, la localización de H1 permite observar que en muchos de los 
núcleos se sigue observando una sola región de exclusión de fluorescencia en el núcleo, 
que como se ha visto en secciones previas indica la localización del nucleolo (Figura 3). 
En la Figura 3 panel-B, C y D, se aprecian las acumulaciones de fibrilarina a lo largo de 
la hifa, sugiriendo una alteración en el número de nucleolos por núcleo y las anteriores 
mencionadas anomalías en la distribución nuclear (panel E), si cada núcleo posee un 
solo nucleolo en el fondo genético kapJKap123.  
Figura A1.3. Estudio de la distribución y de la morfología de los nucleolos en la cepa MAD3639 
(An-Fib::mRFP y kapJKap123). La composición muestra imágenes tomadas en Normarski y en el 
canal de fluoresecencia roja. En el panel A se muestra anFib::mRFP en la cepa silvestre MAD1425. 
En los paneles se observan diferentes anomalías que se señalan con formas y colores: nucleolos 
grandes y pequeños, agrupados (B, C y D), y en el panel E se observa una distribución anómala e 
irregular (muy cercanos y muy separados entre si). Escala de la barra, 5m.
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La viabilidad de la cepa nula KapJKap123 y la morfología colonial aparentemente 
silvestre sugerían que esta carioferina habría de ejercer un papel menor en la célula. Sin 
embargo, aquí apreciamos un fenotipo que sugiere una posible función de KapJKap123 en 
la organización y distribución nuclear, quizás como consecuencia de las posibles 
alteraciones que la ausencia de esta carioferina debe causar en la organización de los 
componentes del nucleolo. Es sorprendente, como se hace notar, que el crecimiento 
micelial no se ve afectado y que contrasta con el fenotipo que muestran los mutantes 
nud, de distribución nuclear, en los que la morfología colonial está más afectada. El 
hecho de que un porcentaje considerable de células en las muestras analizadas no 
presentaban dichas anomalías sugiere que pueden existir mecanismos compensatorios a 
la pérdida del transporte mediado por apJKap123, como por ejemplo que otra carioferina 
realice su función de forma total o parcial en dependencia de otros factores celulares.  
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APÉNDICE II: KapIPse1 está involucrado en el control del 
desarrollo colonial y asexual de Aspergillus nidulans
Durante el análisis funcional sistemático de los transportadores nucleares se 
observó que la cepa kapIPse1 (MAD2159) exhibía un fenotipo de pérdida de la 
capacidad de conidiación en la colonia y, además, un crecimiento radial reducido y 
compacto de ésta. Este fenotipo recordaba al mostrado por los mutantes de pérdida de 
función en los genes flb, Fluffy Low Bristle expression  (Etxebeste et al., 2009b).  En 
particular, en ese momento se estaba estudiando en el laboratorio la función del factor 
de transcripción del tipo bZIP FlbB, codificado por el gen flbB.  
Entre las cargas de Kap121p/Pse1p de S. cerevisiae, el homólogo de KapIPse1, se 
han identificado factores de transcripción con dominios de unión a DNA tipo bZIP, 
siendo alguno de ellos muy similares al factor de transcripción FlbB. La deficiencia en 
la capacidad de conidiación de la cepa kapIPse1 y las cargas de Kap121p nos indujeron 
a plantear la hipótesis de que la implicación de KapIPse1 en el proceso de la conidiación 
podría deberse a que FlbB la utilizase como vía de entrada al núcleo. En este apartado 
se describen los experimentos que se realizaron para determinar el papel de KapIPse1 
durante el desarrollo de las estructuras de reproducción asexual. 
RESULTADOS
KapIPse1 está involucrado en el crecimiento polarizado y en la ramificación de 
las hifas 
Para determinar como afecta la deleción de kapIPse1 al crecimiento colonial y 
celular se calcularon diferentes parámetros en el mutante. Por un lado se halló el 
coeficiente de extensión radial (Kr) que representa el crecimiento radial de la colonia en 
m.h-1. Para ello se midió el radio de las colonias a intervalos regulares de tiempo. Por 
otro lado se determinó la frecuencia de ramificación que se calculó en términos de 
unidad de crecimiento hifal (G). Para ello se cuantificó la longitud de las hifas en el 
micelio y se determinó su relación frente al número de ápices (puntas de hifas) en la 
muestra. Para determinar la G en germínulas (Gg) se inocularon 103 conidiosporas en 
una membrana de nitrocelulosa de 1 cm2 situado en la superficie de medio mínimo 
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sólido. Tras 10 h, la membrana fue depositada en un portaobjetos de cristal y observada 
en el microscopio. La frecuencia de ramificación también fue calculada en la periferia 
de colonias maduras (Gp) y se realizó determinando la distancia (medida en m) entre 
dos puntos de ramificación en la hifa. (Trinci, 1974). Otro parámetro determinado fue la 
tasa de crecimiento específico () que se calculó a partir del peso seco de la biomasa de 
cultivos líquidos recolectada a diferentes tiempos. Los valores obtenidos para la cepa 
silvestre MAD1425 y la cepa kapIPse1 se muestran en la Tabla 1. 
Cepa Kr (m.h-1) Gg (m) Gp (m)  (h-1) 
MAD1425 261,8±2,9 82,9±1,6 303,9±15,6 0,085±0,017 
kapIPse1 215,9±3,3 38,7±0,6 150,8±6,2 0,069±0,008 
Comparando los valores de los diferentes parámetros se concluyó que la extensión 
radial de kapIPse1 fue notablemente menor a la de una cepa silvestre, viéndose reducida 
en un 17,5%. Sin embargo la frecuencia de ramificación de la cepa nula era de al menos 
el doble, tanto en germínulas como en la periferia de las colonias. Con el objetivo de 
determinar si el incremento de la frecuencia de ramificación podía estar relacionado con 
la disminución de la extensión radial se calculó la tasa específica de crecimiento () 
observándose que el crecimiento de la cepa mutante se había reducido en un 20% 
respecto a la cepa silvestre. Estos resultados indican que la reducida extensión radial de 
las colonias kapIPse1 puede deberse al efecto combinado del aumento en el número de 
las ramificaciones y a la reducción de la tasa de crecimiento específico. 
KapIPse1 se requiere para un desarrollo asexual correcto 
El patrón de conidiación estaba notablemente reducido en la cepa nula kapIPse1, 
pero no completamente inhibido dado que en el centro de la colonia, la zona con células 
más viejas, se apreció la formación de conidióforos. Con el propósito de estudiar este 
Tabla A2.1. Tasa de Extensión Radial (Kr), Unidad de Crecimiento Hifal en germínulas (Gg) y en la 




fenotipo aconidial asociado a al deleción de kapIPse1 y determinar si estaba relacionado 
con el factor de transcripción FlbB, se realizó un estudio fenotípico de las cepas nulas 
simples flbB (BD143) y kapIPse1 (BD212) conjuntamente con la cepa doble mutante 
kapIPse1flbB (BD233) generada mediante cruzamiento de las anteriores. Las cepas 
fueron sometidas a condiciones de estrés que inducen el proceso de conidiación 
(Etxebeste et al., 2008).  
En la Figura 1 se expone el análisis fenotípico completo realizado y a la derecha 
de las imágenes de las colonias una cuantificación de la producción de conidias por cm2. 
Tanto en medio mínimo totalmente suplementado como en condiciones de ayuno de 
carbono o nitrógeno (filas 1-4), las cepas nulas simples kapIPse1 y flbB exhibieron un 
fenotipo aconidial muy similar. Sin embargo, el estrés salino causado por la adición al 
medio de cloruro potásico revierte el fenotipo aconidial de flbB mientras que no causa 
Figura A2.1. Análisis de la capacidad de conidiación y morfología colonial de kapIPse1, flbB  y 
el doble mutante kapIPse1flbB. Fenotipo de las cepas incubadas durante 72h a 37ºC en medio 
sólido MMA (Fila 1). Reducción a 1/10 en la cantidad de la principal fuente de glucosa (Fila 2) o 
nitrógeno, siendo analizado tanto amonio (Fila 3) como nitrato (Fila 4). Estrés salino en MMA 
adicionando cloruro potásico (Fila 5), NaH2PO4 (0,5M; Fila 6), y estrés osmótico añadiendo sorbitol 
(Fila 7) o sacarosa (Fila 8). A la derecha se incluyen gráficas que muestran la cuantificación de 
conidias producidas por las cepas en las condiciones anteriores.
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efecto en la cepa kapIPse1 (fila 5). La única condición en la que se observó que ambas 
cepas revertían su fenotipo aconidial fue cuando se añadió al medio 0,5 M de fosfato 
dihidrógeno de sodio (fila 6), compuesto que, de forma generalizada, induce la 
conidiación en A. nidulans. Las diferencias fenotípicas entre ambas cepas nulas se 
visualizaron de nuevo en condiciones de estrés osmótico dado que la cepa kapIPse1 
conidió mientras que la cepa flbB  mostró un fenotipo autolítico (fila 7 y 8). En todas 
las condiciones estudiadas la cepa doble nula kapIPse1flbB mostró un fenotipo aditivo 
extremadamente aconidial.  
Este estudio fenotípico se complementó con el análisis de la inducción de la 
conidiación en MMA líquido (Figura 2). En la fila 1 de la Figura 2 se observan 
imágenes de las células del micelio vegetativo de las cuatro cepas cultivadas en MMA 
completamente suplementado que sirve como control. Cuando se redujo la cantidad de 
fuente de carbono en el medio la cepa silvestre y kapIPse1  desarrollaron conidióforos 
simplificados, mientras que las cepas flbB y doble nula flbB kapIPse1 no mostraron 
diferenciación celular (fila 2). La reducción en la cantidad de la fuente de nitrógeno 
induce la conidiación en medio líquido en micelio de la cepa silvestre, sin embargo no 
Figura A2.2. Inducción de las estructuras de la conidiación en medio líquido. Tras 18h de 
incubación a 37ºC se indujo el estrés de conidióforos en el micelio de las cepas kapIPse1, flbB  y 
kapIPse1flbB. Se transfirió el micelio e incubó durante 20h en MMA con glucosa (Fila 1), nitrato 
(Fila 2), KCl ( 0,6M Fila 3) o Na2HPO4 (0,5M; Fila 4). Las puntas de flecha señalan las estructuras 
formadas en cada caso. Barra=30m.
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se observó el mismo efecto en las cepas flbB permaneciendo el micelio indiferenciado 
aunque se apreciaba cierto grado de lisis celular. En el micelio de la cepa kapIPse1 se 
observó la formación de conidióforos pero con una morfología atípica en las que las 
métulas continuaban creciendo polarizadamente sin llegar a diferenciarse o dividirse en 
fiálidas (fila 3). El estrés salino no indujo la conidiación en las cepas mutantes (fila 4). 
El fosfato de dihidrógeno de sodio causó la diferenciación celular tanto en la cepa 
silvestre como en las cepas con los nulos simples flbB y kapIPse1, sin embargo, como 
ya se observó sobre medio sólido, este compuesto no induce la formación de 
conidióforos en la cepa doble mutante (fila 5).  
El conjunto de los resultados de los análisis de desarrollo de estructuras asexuales 
indican que posiblemente FlbB y KapIPse1 están actuando en diferentes rutas y que el 
bloqueo conjunto de éstas conduce a la ausencia de inducción del desarrollo de los 
conidióforos. 
La localización nuclear de FlbB no requiere de KapIPse1 
Para verificar la independencia en las rutas de señalización de la producción de 
conidióforos, se procedió a determinar si KapIPse1 mediaba la localización nuclear de 
Figura A2.3. Distribución de KapIPse1 y FlbB en celulas vegetativas. A) KapIPse1::GFP se localiza 
en el núcleo y en el citoplasma. B) Localización de FlbB::GFP en un cepa silvestre (panel izquierdo) y 
en la cepa kapIPse1 (panel derecho). Las puntas de flecha señalan el ápice y el núcleo, 
respectivamente. C) Experimentos de colocalización de KapIPse1::mRFP (rojo) y FlbB::GFP (verde). 
Barra de escala, 5m.
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FlbB. Para ello se generó una cepa (BD230) que expresaba FlbB::GFP en un fondo nulo 
kapIPse1.
En una cepa silvestre FlbB::GFP se localiza predominantemente en el interior del 
primer núcleo y en el ápice de la célula vegetativa (Figura 3, panel C, D). KapIPse1::GFP 
se localiza preferentemente en la periferia de todos los núcleos (panel A, C, E) y en 
ningún caso se visualizó esta importina en la punta de la hifa. En la cepa kapIPse1 la 
localización de FlbB::GFP fue muy similar a la observada en la cepa silvestre (Figura 2-
B). Además, no obtuvimos evidencia de la interacción entre KapIPse1 y FlbB tanto in 
vitro, usando ensayos de inmunoprecipitación, como in vivo utilizando formas 
etiquetadas con el sistema Bi-molecular Yellow Fluorescente Complementation. Por lo 
tanto, concluimos que KapIPse1 no debe mediar la localización celular ni nuclear de 
FlbB.  
brlA es expresado en ausencia de KapIPse1
Se ha demostrado por nosotros y otros grupos los bajos niveles de gen maestro de 
la conidiación brlA en los fondos genéticos mutantes de pérdida de función flb (ver 
(Etxebeste et al., 2008;Garzia et al., 2009) y referencias incluidas). El producto del gen 
brlA es otro factor transcripcional absolutamente necesario para el desarrollo de las 
diferentes células durante la reproducción asexual. Se procedió a determinar si la 
ausencia de la carioferina KapIPse1 modificaba también la expresión de brlA. Para ello se 
realizó un Northern-blot (Figura 4) con RNAs extraídos de micelio de la cepa nula 
kapIPse1 procedente de cultivos inducidos para el desarrollo asexual y de micelio 
Figura A2.4. Expresión de brlA en fase vegetativa y en el ciclo asexual. Expresión de brlA a las 
18h de crecimiento vegetativo y 6, 12, 24 y 48h después de la inducción del desarrollo asexual en la 
cepa kapIPse1 y la cepa silvestre. El control de la carga se muestra mediante la subunidad ribosomal 
40S teñido con bromuro de etidio 
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vegetativo como control. La hibridación con una sonda específica para brlA demostró 
que la ausencia de la carioferina no alteraba la transcripción de brlA. Estos resultados 
apoyan la hipótesis de que KapIPse1 debe mediar el transporte de un factor necesario 
para la regulación de la conidiación, pero que debe actuar a un nivel diferente al que 
actúan los genes flb en la ruta general de conidiación. 
La localización de KapIPse1 se mantiene durante el desarrollo del conidióforo 
Dado que KapIPse1 es necesario para el desarrollo asexual se decidió estudiar su 
distribución a lo largo de los diferentes módulos celulares que forman el conidióforo. Es 
decir, la célula pie, vesícula, métula, fiálida y finalmente las conidiosporas. Para ello se 
generó una cepa doblemente etiquetada (MAD2654) que coexpresa la importina 
KapIPse1::GFP y HhoA::mCh, utilizada para visualizar la posición de los núcleos.  
Se estudió la distribución de las dos quimeras fluorescentes durante los diferentes 
estadios de la morfogénesis del conidióforo. La observación al microscopio de 
epifluorescencia del conidióforo exige una técnica muy particular dado que dichas 
Figura A2.5. Localización de KapIPse1 en el conidióforo. Distribución de KapIPse1::GFP (verde) y 
HhoA::mCh (rojo) en los diferentes módulos celulares A) se muestra la distribución de estas proteínas 
en un conidióforo completo y en B) con mas detalle en cada uno de los diferentes tipos celulares. Las 
barras indican 5 micras
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células son aéreas. Se inoculó conidiosporas sobre una superficie de medio sólido en 
posición vertical, se incubó a 30ºC hasta que se observó la aparición de estructuras 
aéreas y en el momento de la observación se añadió medio de cultivo hasta que cubrió el 
micelio en superficie. En estas condiciones KapIPse1::GFP se observó en todos los 
núcleos de las diferentes células. Tanto en la multinucleada célula pie y vesícula, como 
en las mononucleadas métulas, fiálidas y conidias. En todos los casos siguiendo un 
patrón de distribución en la envoltura nuclear similar al descrito previamente en la 
célula vegetativa (Figura 5). La presencia de KapIPse1 durante todas las fases de la 
formación del conidióforo estaría de acuerdo con la necesidad de un transporte nuclear 
activo durante todo el proceso de conidiación. 
DISCUSIÓN
Este estudio ha puesto de manifiesto que en A. nidulans KapIPse1 debe participar 
en el transporte de factor(es) indeterminado(s) requerido(s) para el crecimiento 
polarizado de las células vegetativas. Mientras que FlbB participa en la ramificación 
(Etxebeste et al., 2009a), KapIPse1 se requiere tanto para la ramificación como para el 
crecimiento polarizado, aunque su función no es esencial en ninguno de los procesos.  
Asimismo se ha determinado que KapIPse1 ejerce una función muy importante en la 
diferenciación asexual y su ausencia modifica el patrón de diferenciación celular 
durante el desarrollo conidióforos, en especial en relación con la cantidad de la fuente 
de nitrógeno, un estímulo muy fuerte de diferenciación celular en Aspergillus. El 
fenotipo de la cepa kapIPse1 es más similar otros mutantes fluffly no autolíticos, como 
fluG, que a la cepa flbB. Por ello se propone que KapIPse1 y FlbB deben actuar en 
diferentes rutas reguladoras de la conidiación o a diferentes niveles. El fenotipo aditivo 
de la cepa doble mutante kapIPse1flbB, en el cual la conidiación está totalmente 
bloqueada, sugiere que las dos rutas, cuya señal translucen estas proteínas, están 
coordinadas para activar la conidiación.  
Los resultados no descartan completamente FlbB pueda ser transportado por 
KapIPse1 al núcleo. De hecho, como ya se ha mencionado en esta tesis, en S. cerevisae se 
ha propuesto que Kap123p y Kap121p/Pse1p actúan conjuntamente en muchos procesos 
de transporte (Rout et al., 1997). En esta tesis doctoral se demostrado que en A. 
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nidulans, efectivamente, también ambas importinas participan en las mismas rutas y la 
cepa doble nula  kapIPse1 kapJKap123.muestra alteraciones morfológicas y defectos en 
la conidiación aun más severos que la cepa simple kapIPse1. No obstante tampoco se a 
detectado interacción entre KapJKap123 y FlbB en experimentos de pull down (resultados 
no publicados). 
La presencia de KapIPse1 en todos los diferentes módulos celulares de la 
morfogénesis del conidióforo nos permite postular que esta importina participa tanto en 
rutas generales de importación como en procesos específicos de la conidiación, 
especialmente en la fase de la métula, donde su participación parece ser esencial. Se ha 
descrito que entre la transición de métula a fiálida existe un punto de control (Etxebeste 
et al., 2009b) en el que parecen participar FTs como AbaA, otro factor de transcripción 
tipo bZIP, o StuA (Dutton et al., 1997;Sewall et al., 1990). Pudiera ser el caso que 
KapIPse1 medie el transporte de estos otros factores. La identificación de interactores de 
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